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Avant-propos 


La place de la genetique dans la biologie rend son enseignement incontournable des 
le secondaire. Cependant cet enseignement est confronts a de nombreuses difficultes 
pedagogiques, dont la simple definition du gene n’est pas la moindre ! 

Cependant. pour bien comprendre (et enseigner) la genetique, il importe de bien 
faire la distinction entre la genetique en tant que science et la genetique en tant 
qu’outil d’ investigation, ce que les geneticiens appellent Y analyse genetique. 

Comme toute science, la genetique est un ensemble de representations mentales 
d’objets et de phenomenes de la Nature, representations mentales qui resultent de 
rimagination de l’homme contrainte par la raison appliquee a l’analyse des observa- 
tions ou des resultats experimentaux. Ces representations mentales evoluent avec le 
temps et 1’ accumulation des connaissances, se precisant ou etant parfois complete - 
ment bouleversees. Les objets qui concernent la genetique, en tant que science sont, 
au centre, le gene, sa structure, sa fonction, ses mecanismes d’expression, de regula- 
tion, d’ action concertee ou en cascade, et permettent d’expliquer comment toutes les 
structures cellulaires et les organismes se construisent et fonctionnent. 

Pour etudier les objets et les phenomenes qui l’interessent, la genetique a developpe 
un outil, l’analyse genetique, c’est-a-dire un ensemble de protocoles par lesquels 
elle se pose des questions simples, relatives aux genes impliques dans un phenomene 
biologique quelqu'il soit, et par lesquels elle obtient des reponses. L’analyse gene- 
tique qui a ete fondee par Mendel (plus que la genetique proprement dite) est 
1’ analyse genetique par croisements de toutes sortes qui seront decrits et mis en 
pratique dans cet ouvrage, dont c’est le but principal. Avec le developpement de la 
biologie moleculaire dans les annees 1970 est apparuc 1’ analyse genetique par 
transformation ou construction. II s’agit la de protocoles visant a etudier la fonction 
des genes et leur fonctionnement plus directement, souvent a l’echelle moleculaire, 
en les mettant, par construction, au sein d’un contexte adapte a cette analyse, dans 
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des organismes unicellulaires, ou des cellules, ou des organismes qui sont ainsi 
genetiquement transformes ou modifies. 

L’importance de la genetique provient de sa capacite a unifier des domaines de la 
biologie apparemment eloignes comme l’embryologie et la cancerologie, ou de 
permettre une dissection causale, cellulaire, voire moleculaire, de phenomenes 
globaux comme une pathologie ou tout autre phenomene biologique. Cette capacite 
vient de la methode meme de l’analyse genetique qui permet d’isoler puis d’etudier 
des mutants chez lesquels un seul des genes impliques dans ce phenomene est mute, 
ce qui conduit a l’identification progressive de tous ces genes, puis de leur fonction. 

De l’efficacite de la genetique dans la recherche fondamentale, il resulte obliga- 
toirement des applications dans l’agronomie, l’environnement, la medecine, bientot 
l’industrie, dont le retentissement economique, culturel et ethique est considerable. 
On comprend aisement, dans ces conditions, la mediatisation qui entoure la gene- 
tique et ses resultats. 

Apprendre la genetique est, comme pour tout, une demarche qui associe la 
comprehension de concepts theoriques a la pratique experimentale de leur rnise en 
oeuvre, au rnoins a travers des exercices. 

Le but de cet ouvrage n’est pas d’offrir un cours complet de genetique alors que 
d’autres ouvrages s’y sont parfois tres bien employes et que le cours de l’enseignant 
s’avere toujours iiTempla5able, mais d’offrir aux etudiants deja a l’aise avec les rudi- 
ments de la genetique (prepa, PCEM, licence, Capes, agregation...) ou aux ensei- 
gnants de Sciences de la Vie et de la Terre du second degre, le moyen de parfaire leur 
comprehension. 

Le but de cet ouvrage est done de proposer un veritable outil d’apprentissage de 
l’analyse genetique, celle qu’on apprend en TD, celle qu’on exige a l’examen et 
qu’on pratique au laboratoire. 

Dans une premiere partie, un rappel des concepts fondamentaux est associe a des 
exercices dont la solution tente d’illustrer les pieges dans lesquels conduit 1’ applica- 
tion de « recettes », et d’insister sur la rigueur necessaire et les difficultes de la 
demarche analytique. 

Dans une deuxieme partie, l’ouvrage propose des problemes corriges plus longs 
(issus de TD ou de problemes d’examen, dont le niveau de difficulty est indique) 
dans lesquels il est fait appel, simultanement ou consecutivement, a plusieurs des 
concepts rappeles dans la partie 1 . 

Cette troisieme edition differe des precedentes par un renouvellement important 
des problemes, mais aussi par des complements theoriques et experimentaux, notam- 
ment sur la dominance et la recessivite (chapitre 5) et sur les suppresseurs chez les 
revertants, dans un chapitre 7 qui a ete completement reecrit. 
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Introduction 


L'ouverture progressive 
de la boite noire 


La pensee scientifique est causale et factorielle, elle part du principe que tout pheno- 
mene resulte de 1’ action d’un ensemble de causes ou facteurs constituant, quand ils 
sont inconnus, ce qu’on appelle une boite noire. 

Le but de toute recherche est de denombrer et d’identifier chacune de ces causes 
(en genetique, les genes) et de leurs mecanismes d’ action (en biologie cellulaire, 
1’ action du produit des genes) dans la realisation du phenomene etudie. 

Le principe experimental de la recherche consiste a perturber le phenomene 
etudie en touchant sa causalite, c’est-a-dire en modifiant le contenu de la boite noire, 
afm qu’a des facteurs modifies (en genetique, des alleles mutes des genes) corres- 
ponde une variation observable de leurs effets (en genetique, des variants phenotypi- 
ques). Evidemment, la demarche reductionniste tend a privilegier, du rnoins dans un 
premier temps, les experimentations oil un seul des facteurs constituant la boite 
noire est touche (mutants simples ou monohybridisme). 

Au commencement, avec Gregor Mendel, en 1865, la boite est vraiment noire car 
les facteurs dont il a postule l’existence n’avaient qu’une realite theorique et 
abstraite. Ils constituaient un formalisme permettant simplement de rendre compte 
des modalites statistiques de la transmission hereditaire de caracteres morphologi- 
ques chez le pois (chap. 1). C’est d’ailleurs le caractere ad hoc de ce formalisme qui 
fut a l’origine de la meconnaissance relative des travail x de Mendel (voir l’ouvrage 
Genetique des populations : modeles de bases, editions Nathan). 

Au debut du siecle Carl Correns, Hugo de Vries et Eric von Tshermak « redecou- 
vrent » les resultats de Mendel, puis les travaux de William Bateson, Wilheim 
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Johanssen, R.C. Punnet ou Lucien Cuenot montrent que le mendelisme a une portee 
universelle puisque ses principes semblent s’appliquer, au-dela du pois, a 1’ etude de 
l’heredite chez toutes les especes vegetales ou animates oil ils sont testes. Des lors, 
la boite noire prend veritablement coips en fondant une nouvelle discipline, la gene- 
tique, avec ses objets, les genes et les alleles, les genotypes, homozygotes ou hetero- 
zygotes, et les phenotypes. 

Toutefois, cette genetique demeure toujours aussi « formelle » puisque rien ne 
permet de preciser la nature des objets, les genes ou les alleles, contenus dans la 
boite noire, ni leur mode d’ action dans la realisation des phenotypes. 

La boite noire de la genetique va s’entrouvrir, entre 1902 et 1922, avec l’etablisse- 
ment de la theorie chromosomique de l’heredite (chap. 2). En montrant que les genes 
postules par la genetique formelle sont portes par les chromosomes, les geneticiens 
trouvent dans la segregation des chromosomes a la meiose et la formation de 
gametes haploides, suivi de l’union aleatoire des gametes a la fecondation, les meca- 
nismes concrets, objectifs, cytologiques qui permettent d’expliquer la loi de purete 
des gametes (un chromosome done un seul allele de chaque gene par gamete) et les 
frequences des divers types de descendants d’un croisement (en phenotype et en 
genotype) resultant de l’union aleatoire des gametes a la fecondation. 

La theorie chromosomique de l’heredite assoit done definitivement la realite des 
genes en montrant que leur comportement resulte de celui des objets, les chromo- 
somes, oil ils sont physiquement localises. En outre, elle permet d’expliquer la 
plupart des « exceptions » au mendelisme observees depuis le debut du siecle, par 
I’ introduction du concept de liaison genetique et de recombinaison genetique par 
crossing-over qui vient completer le concept de recombinaison genetique par reas- 
sortiment aleatoire des chromosomes (chap. 3). 

Mais la genetique chromosomique demeure toujours aussi formelle tant qu'elle 
rend compte du comportement des genes dans la transmission des caracteres (pheno- 
types) qu'ils gouvernent d’une generation a l’autre, mais que demeurent inconnus le 
mode d’action des genes (par quel type de molecule s’exerce leur action dans la 
cellule ou 1’organisme ?) ainsi que leur structure et leur fonctionnement a l’echelle 
moleculaire. 

Le choix de certains organismes comme la levure n’est pas un hasard; il allie la 
facilite et l’economie de culture d’un microorganisme au nornbre tres important de 
cellules permettant des cribles efficaces de mutants (chap. 8), notamment des rever- 
tants qui permettront la rnise en evidence des suppresseurs (chap. 7). L’ analyse 
genetique chez la levure presente une particularity, le maintien des quatre cellules 
issues de la meiose au sein d’une poche, l’asque, ce qui a permis, par l’analyse de 
ces tetrades (chap. 4), de confirmer ou d’affmer les concepts definis a l’origine de la 
theorie chromosomique de l’heredite puis d’introduire plus facilement l’analyse 
fonctionnelle des genes (chap. 5) et de leur regulation (chap. 7). 

II faut attendre le milieu du siecle, entre 1942 et 1950, pour que la boite noire de 
la genetique s’ouvre enfin a la connaissance du mode d’action des genes, quand la 
collaboration entre geneticiens et biochimistes aboutit au dogme « un gene-une 
chaine peptidique » (chap. 4). 
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Dans la tres grande majorite des cas, le gene etudie code pour une chaine pepti- 
dique dont l’effet au sein de la cellule, du tissu ou de l’organisme est implique dans 
le phenotype observe. C’est aussi a ce stade de la connaissance qu’il devient possible 
de comprendre l’effet de la mutation d’un gene sur le phenotype; l’allele mute, soit 
parce qu’il code pour une chaine peptidique modifiee, plus active ou moins active, 
voire inactive ou absente, n’aura evidemment pas le meme effet que 1’ allele de refe- 
rence, encore appele allele sauvage. 

La definition fonctionnelle du gene permet a la genetique de devenir un outil 
d’analyse d’une precision et d’une finesse decuplee grace au « test de complementa- 
tion fonctionnelle » (chap. 5) qui, utilise comrne test d’allelisme, permet experimen- 
talement de savoir si deux mutations gouvernant un meme phenotype mutant 
affectent le meme gene (sont alleliques), ou des genes differents (ne sont pas 
alleliques). 

Parallelement, a la meme periode, des annees 1940 aux annees 1960, les biolo- 
gistes moleculaires etablissent que l’information genetique est chimiquement codee 
par l’ADN, puis mettent progressivement en lumiere les modalites de la traduction 
des genes en chaines peptidiques, detaillant les etapes de la transcription et de la 
traduction, les modalites de la regulation de l’expression des genes dans l’espace et 
dans le temps. Dans les annees 1970, on decouvre l’organisation structurale des 
genes eucaryotes en exons et en introns. 

En devenant moleculaire, la genetique ouvre enfin toute grande sa boite noire, et 
decouvre en meme temps l’ampleur et la complexity de son contenu. Mais elle 
dispose a present d’un coips de concepts et de methodes d’analyses qui peuvent lui 
permettre de progresser avec efficacite. 

La cartographic des genes a commence au debut du siecle avec la theorie chrorno- 
somique de l’heredite et 1’ etude de la liaison genetique associee a la definition d’une 
distance entre genes lies. Puis de nombreuses autres methodes ont ete developpees 
afm de cartographier les genes, d’etablir leurs cartes fines (cartographic des muta- 
tions d’un meme gene); des methodes generates ou specifiques a certaines especes, 
associant, depuis quelques temps, des marqueurs moleculaires de l’ADN (chap. 6); 
methodes qui donnent au contenu de la boite noire, les genes et le genome, une 
structure et une organisation spatiale de plus en plus precise. 

II faut enfin rappeler que toute analyse genetique d’un phenomene suppose 
d’ avoir, au depart, des phenotypes distincts resultant de genotypes distincts, done de 
mutants. 

Mendel et les premiers geneticiens disposaient de varietes naturelles, e’est-a-dire 
de mutants etablis par la nature, ou de mutants spontanement apparus dans les 
elevages, puis les drosophilistes, les levuristes ou les bacteriologistes definirent des 
protocoles de mutagenese et de selection de mutants, parmi lesquels des mutants 
particulars, les revertants, permirent d’ameliorer considerablement les protocoles 
d’analyse ou de « dissection » genetique des phenomenes (chap. 7). 

La precision et l’efficacite des cribles de selection illustrent 1’ intelligence des 
geneticiens dans ce qui est sans doute l’operation la plus importante et parfois la plus 
difficile de la genetique, la selection de mutants (chap. 8). 
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Les organismes vivants se divisent pour le geneticien en deux groupes, les euca- 
ryotes, aux cellules nuclees, contenant des chromosomes, et les procaryotes, aux 
cellules anuclees, sans chromosomes, rnais avec une molecule d’ADN. 

La continuite biologique des eucaryotes passe par l’alternance meiose/feconda- 
tion, soit l’alternance de deux etats cellulaires diploide/haploide. La continuite 
biologique des procaryotes est assuree par une simple division cellulaire qui multi- 
plie, de fa 5 on strictement clonale, des organismes strictement haploides. 

II apparait done evident que la genetique, nee chez les eucaryotes, a travers 
l’etude des produits de la meiose, notamment de ceux qui resultent de la recombi- 
naison genetique ou de la confrontation dans une merne cellule diploi'de de deux 
apports haploides differents (croisements entre mutants), devait Louver des voies 
d’approche specifiques (chap. 9) pour entreprendre 1’ etude des genes et des genomes 
bacteriens (ou viraux), organismes oil il n’y a ni meiose, ni fecondation. 

Avec la biologie moleculaire du gene, les geneticiens arrivent desormais a cibler 
la modification genetique d’un organisme en integrant dans son genome un « trans- 
gene ». Ce transgene peut etre un gene modifie de l’espece, ce qui revient a fabriquer 
un mutant sur mesure, ou mutant cible (chap. 8); il peut etre un gene venant d’une 
autre espece et conferant alors a f organisme genetiquement modifie (OGM) une 
propriete biologique jusque-la absente de l’espece. La fabrication d’organismes 
transgeniques ou OGM peut etre d’une grande utilite, autant dans la recherche 
fondamentale que dans leurs applications industrielles, agronomiques ou ecologiques. 
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CONCEPTS DE BASE 
ET EXERCICES CORRIGES 
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Chapitre 1 


L'approche factorielle et formelle 
du mendelisme 


1.1 INTRODUCTION 

Ce chapitre a une valeur historique et pedagogique, il est destine a montrcr : 

- la progressivite de 1’ emergence des concepts fondamentaux de la genetique, 
meme formelle ; 

- 1’ importance de la demarche a priori de Mendel qui forge, meme imparfaitement, 
les principaux concepts de 1’ analyse genetique; 

- le caractere ad hoc de sa theorie, et, par la meme, sa faible valeur explicative, en 
l’absence d’une base materielle, la ploidie et la meiose, qui viendra seulement a la 
fin du siecle ; 

- l’ambiguite de certains termes de la genetique formelle, comme « caractere », en 
montrant l’articulation entre les concepts introduits par Mendel et 1’evolution plus 
ou moins importante de ces concepts, lors du developpement de la genetique au 
debut du siecle (passage de caractere a gene et alleles ou relation genotype/pheno- 
type). 


1.2 LA LOI DE PURETE DES GAMETES 

Les travaux de Mendel sont caracterises par le fait qu’ils constituent une reinterpre- 
tation theorique de faits anterieurement connus, pour ce qui concerne le pois Pisum 
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sativum, decrits notamment par les hybrideurs anglais Seton et Goss (encart 1.1, A). 
Ils avaient observe la dominance du caractere jaune sur le vert chez les « hybrides » 
issus de croisements cntrc souches pures jaunes et vertes, puis l’heterogeneite des 
descendants, issus par autofecondation des hybrides, avec des graines jaunes 
« pures » donnant des plantes exclusivement a pois jaunes, ou des graines vertes 
« pures » donnant des plantes exclusivement a pois verts, ou des graines jaunes 
encore « hybrides » puisqu’elles donnaient des plantes presentant de nouveau un 
melange de pois jaunes et verts. 

L’approche « phenomenologique » de Seton et Goss est reinterpretee par Mendel 
(encart 1.1, B), sur la base d’une conception factorielle et combinatoire de l’heredite 
et d’un principe, la « loi de purete des gametes », fonde sur 1’ interpretation quantita- 
tive des observations, a travers une combinatoire simple dans le croisement des 
gametes. 

Pour Mendel un pois est jaune parcc qu’un facteur ./ en est la cause ; de la meme 
faqon, un pois est vert parce qu’un facteur v en est la cause. II ne s’occupe nullement 
de savoir ce que sont ces facteurs ni quel est leur mode d’action, il ne s’interesse 
qu’a leur comportement au cours des generations. 

II constate simplement, sans l’expliquer, que les pois hybrides sont jaunes, que le 
« caractere » jaune est done « dominant » et que le « caractere » vert est dit 
« recessif » (chez Mendel, le terme de caractere est ambigu parce qu’il recouvre 
tantot ce qui sera plus tard appele allele, comme dans les tableaux de croisement des 
gametes, tantot ce qui sera appele phenotype, le resultat observable de l’effet joint de 
deux alleles pour chaque gene considere). 

II constate aussi que l’hybride, bien que jaune comme l’un des deux parents, doit 
contenir les deux facteurs parentaux J et v, puisque des pois verts reapparaissent 
dans la descendance. 

C’est parce qu’rz priori Mendel conqoit l’heredite comme factorielle, et le 
comportement de ces facteurs comme le resultat d’une combinatoire, qu’il emet la 
loi de purete des gametes qui rend si bien compte, et des frequences des caracteres 
chez les descendants F2 de l’hybride FI (3/4 de pois jaunes et 1/4 de pois verts), et 
des frequences relatives de 1/3 de pois jaunes purs ou 2/3 de pois jaunes encore 
hybrides (encart 1.1, B). 

II est interessant de noter que Mendel, apres avoir note les descendants F2 comme 
dans notre tableau, c’est-a-dire 1/4 de J/J + 1/2 de Jlv + 1/4 de v/v, simplifie imrne- 
diatement cette notation en ecrivant 1/4 de J + 1/2 de Jlv + 1/4 de v, montrant bien 
l’absence totale, a l’epoque, du concept de ploi'die (gametes haploi'des et zygotes 
diploi'des). 

C’est pourquoi la loi de purete des gametes de Mendel semble si « gratuite », si 
peu reelle aux biologistes de l’epoque, alors qu’elle prendra toute sa signification 
quand la decouverte de la mitose et de la meiose lui donneront une base cytologique 
objective, expliquant le comportement des facteurs hereditaires par celui des chro- 
mosomes qui leur servent de support. 
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Encart 1.1 


A B 
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1.3 LA COMBINATOIRE REGISSANT LA TRANSMISSION 
DE PLUSIEURS CARACTERES 

Pour valider sa theorie factorielle et combinatoire, Mendel a con 5 ii des experiences 
de dihybridisme ou de trihybridisme, oil etait suivie la transmission hereditaire de 
deux ou trois « paires de caracteres », chacune se comportant selon le modele deve- 
loppe plus haut [NB : le terme caractere a un autre sens aujourd’hui]. 

II montre ainsi que T etude de la descendance d’hybrides different pour deux 
couples de « caracteres » jaune/vert et lisse/ride, donne bien, pour chacun d’entre eux, 
a Tissue de la FI, 3/4 de jaunes et 1/4 de verts, et 3/4 de lisses et 1/4 de rides; mais 
que partant de souches parentales pures jaunes et lisses d’une part, et vertes et ridees 
d’autre part, il obtient, sous l’hypothese d’un assortment independant de chacun des 
facteurs dans les gametes, des descendants « recombines » jaunes et rides ou verts et 
lisses, dont certains sont purs. Le tableau dit de « croisement des gametes » (tabl. 1.1) 
montre comment T assortment aleatoire des « facteurs » (les alleles) dans les gametes 
rend compte des proportions 9-3-3- 1, parmi les phenotypes de la F2. 

Tableau 1.1 Croisement des gametes. 

Une souche pure a pois lisses et jaunes, contenant les facteurs L et J, est croisee 
avec une souche pure a pois rides et verts, contenant les facteurs r et v : 

I'hybride FI contient les couples de facteurs J/v et Ur, ce qui permet la formation 
de quatre types differents de gametes. 



Types de pollen obtenu sur la base d'un assortiment independant 
des facteurs de chaque paire 

Types d'ovules 

J, L (1/4) 

J, r (1/4) 

v, L (1/4) 

v, r(1/4) 

J, L (1/4) 

[jaune et lisse] 

[jaune et lisse] 

[jaune et lisse] 

[jaune et lisse] 

J, r (1/4) 

[jaune et lisse] 

[jaune et ride] 

[jaune et lisse] 

[jaune et ride] 

v, L (1/4) 

[jaune et lisse] 

[jaune et lisse] 

[vert et lisse] 

[vert et lisse] 

v, r (1/4) 

[jaune et lisse] 

[jaune et ride] 

[vert et lisse] 

[vert et ride] 

Bilan 

Frequences 
attendues : 

[jaune et lisse] : 9/16, dont 1/9 « pur »; 

[jaune et ride] : 3/16, dont 1/3 « pur »; 

[vert et lisse] : 3/16, dont 1/3 « pur »; 

[vert et ride] : 1/16, « pur ». 


Observant les frequences attendues de phenotypes, et les frequences relatives de 
« purs » parmi chacun d’entre eux, observant la repetabilite de ces frequences sur 
plusieurs experiences parai Idles et independantes, portant sur des couples de carac- 
teres differents, Mendel pouvait considerer legitimement avoir mis en evidence la 
manifestation de « lois ». Celles-ci n’en demeuraient pas moins formelles et Mendel 
n’en concevait meme pas T universality, pensant qu’elles relevaient du comporte- 
ment des hybrides, et non, comme on le decouvrira par la suite, d’un mecanisme 
general de l’heredite. 
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Toutefois, Mendel, en tant qu'hybrideur, avait remarquablement atteint son objectif 
scientifique qui n’etait pas la decouverte des lois de l’heredite mais simplement la 
mise en evidence des causes de l’instabilite connue des hybrides et aussi le moyen, 
malgre cette instabilite, de jouer avec la combinatoire des « carac teres » a Tissue de 
croisements judicieux pour creer de nouvelles souches pures stables mais combinant 
des caracteres auparavant disperses entre plusieurs varietes. (Decouvrez-les dans deux 
cases du tableau 1.1.) 


EXERCICES 


Exercice 1.1 


On croise entre elles deux souches pures de souris, Tune de robe grise et 
T autre, albinos, de robe blanche. On fait les observations suivantes. 

a. Tous les descendants FI sont de robe grise. 

b. Vingt croisements entre individus FI donnent 145 descendants F2 gris 
et 55 blancs. 

c. Les descendants F2 blancs, croises entre eux, donnent 100 % des 
descendants F3 blancs. 

1. Interpretez ces resultats en restant le plus pres possible de l’interpreta- 
tion originelle de Mendel. 

2. On laisse les souris F2 de couleur grise se reproduire librement et on 
observe, en F3, 89 % de souriceaux gris et 1 1 % de souriceaux blancs ; ces 
observations sont-elles conformes aux conclusions de la question 
precedente ? 


>- Definition des objectifs. 

- Resoudre un probleme simple de genetique dans le cadre strict de Mendel, sans 
recours a la theorie chromosomique ou a la meiose, mais a la simple loi de 
purete des gametes. 

- Montrer que les observations en F3 different dans la descendance des F2, selon 
que l’espece est a sexe separe, comme ici, ou autofeconde, comme chez le pois 
de Mendel, mais conduisent a la meme interpretation. 


Solution 

l.a Le fait que la FI soit de phenotype gris permet de conclure que ce phenotype (appele 
caractere, chez Mendel) gris est dominant sur le phenotype albinos qui est dit recessif. 

I.b Les souches sont pures; si elles ne different que pour un seul type de facteur (gene) 
implique dans la couleur de la robe, que Ton pourra appeler G pour la souche grise et A pour 
la souche albinos, on peut attendre, en vertu de la loi de purete des gametes chez Thybride G/A 
que les croisements entre FI donnent, aux variations d’echantillonnage pres, 3/4 de pheno- 
type dominant et 1/4 de phenotype recessif; ce qui est le cas et permet done de valider 
l’hypothese que les deux souches parentales ne different que pour un couple de « caracteres 
differentiels » (un couple d’alleles d’un seul gene en langage moderne). 
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Remarque. Afin de ne pas confondre phenotype, genotype, gene et allele, il n’est pas 
recommande de nommer les differents facteurs, ou alleles, du nom du phenotype dont 
ils sont responsables dans la souche pure, comme on l’a fait ici. 

1 .c Sous cette hypothese que les deux souches ne different que pour un couple de 
« caracteres » ou de « facteurs », la purete des gametes des FI, leur equifrequence et leur 
union aleatoire permettent d’obtenir en F2 le resultat classique : 1/4 de GG + 1/2 de GA 
+ 1/4 de AA, soit 3/4 de phenotype gris et 1/4 de phenotype albinos. 

On sait que les phenotypes albinos recessifs reapparus en F2 doivent, selon le modele 
mendelien, etre purs, ce qui est verifie par l’observation c, tous les descendants des croise- 
ments entre F2 albinos sont eux-memes albinos. 

2. Les croisements entre F2 de phenotype gris peuvent etre de plusieurs types selon que les 
parents impliques sont « purs » (homozygotes) ou « hybrides » (heterozygotes). En suppo- 
sant que les couples sont formes au hasard, on aura alors 3 sortes de couples (tabl. 1.2), dont 
les frequences dependront de la frequence des differents types d’individus purs (1/3) ou 
hybrides (2/3). 


Tableau 1.2 Frequences des differents couples formes au hasard. 


Types de couples 

GG (1/3) 

GA (2/3) 

GG (1/3) 

1/9 

2/9 

GA (2/3) 

2/9 

4/9 


Le tableau 1.3 donne les differents types de couples, leurs frequences respectives et leurs 
types de descendances possibles, compte tenu des conclusions de la question precedente (un 
seul couple de « caracteres », c’est-a-dire d’alleles, un seul gene implique dans la difference 
phenotypique entre souches etudiees). 


Tableau 1.3. 


Types 
de couples 

Frequence 
de ces couples 

Descendants en % 

GG 

GA 

AA 

GGx GG 

1/9 

100 % 

0 

0 

GGxGA 

4/9 

50 % 

50 % 

0 

GAxGA 

4/9 

25 % 

50 % 

25 % 

Total 

1 

44,44 % 

44,44 % 

11,12 % 


On s’attend done bien a observer 88,88 % de descendants F3 gris et 1 1,12 % d’albinos. 

Remarque. Chez le pois l’autofecondation des plantes F2 revient a considerer qu’on 
a toujours soit un croisement entre homozygotes (ici le premier type de croisement ou 
les deux parents sont « purs »), soit un croisement entre heterozygotes (ici le troi- 
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sieme type de couples, ou les deux parents sont « hybrides ») ; chez le pois, la situa- 
tion du deuxieme type de couple observe chez la souris est impossible. 


Exercice 1.2 

Mendel etait passionne d’ horticulture et s’est beaucoup interesse a l’here- 
dite de la couleur des fleurs, toujours dans la perspective de creer de 
nouvelles varietes stables, notamment chez le fuschia. Une souche pure 
aux fleurs roses est croisee avec une souche pure aux fleurs blanches 
depourvues de pigment, les descendants FI (« hybrides » chez Mendel) 
sont rose pale. Croises entre eux, ils donnent 1/4 de rose + 1/2 de rose pale 
+ 1/4 de blanc. Interpretez. 

>- Definition des objectifs. 

- Resoudre un probleme simple de genetique dans le cadre strict de Mendel, sans 
recours a la theorie chromosomique ou a la meiose, mais a la simple loi de 
purete des gametes. 

- Mise en evidence des frequences specifiques aux phenotypes codominants. 

Solution. Les croisements entre les deux souches pures donnent des descendants FI de 
phenotype differents des phenotypes parentaux : il n’y a done dominance d’aucun des deux 
phenotypes parentaux; le phenotype de « l’hybride » etant intermediate, on dit qu’il y a 
semi-dominance ou codominance. 

Si les souches pures parentales ne different que pour un couple de facteurs A et a, reunis chez 
les FI, la purete des gametes FI, leur equifrequence et leur union aleatoire permettent de 
prevoir, selon le tableau classique de la segregation mendelienne pour un couple de facteurs : 
1/4 de AA + 1/2 de Aa + 1/4 de cici, soit 1/4 de rose + 1/2 de rose pale + 1/4 de blanc, ce qui 
est observe. L’hypothese d’un couple de facteur (un couple d’alleles d’un seul gene, en 
langage moderne) implique dans la difference entre les deux souches est acceptable. 


Exercice 1.3 

Ses experimentations ont egalement conduit Mendel a l’etude de la fleur 
du haricot ( Phaseolus nanus et Phaseolus multiflorus ) dont il publia les 
resultats, tres difficiles a interpreter en raison des petits nombres de descen- 
dants, comme une generalisation audacieuse de ceux obtenus chez Pisum 
sativum , faisant aussi de lui, un precurseur de la genetique quantitative. 

Pour ne pas buter sur les mernes obstacles que Mendel, F exercice suivant 
porte sur des effectifs theoriques ne correspondant pas a l’etude de 
Mendel. 

On croise deux souches pures de haricot, l’une a fleurs blanches (sans 
pigments), 1’ autre a fleurs pourpres. 

1. Tous les descendants FI ont des fleurs d’un rouge nettement different du 
poutpre parental. Que peut-on en deduire ? 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

14 Concepts de base et exercices corriges 


2. Les croisements FI x FI donnent des descendants F2 presentant une 
multitude de coloris allant du pourpre au blanc en passant par toutes les 
gradations entre le rouge deja observe chez la FI et le blanc ou le pourpre. 
Que peut-on en deduire ? Que peut-on prevoir dans l’hypothese la plus 
simple ? 

3. En essayant de mettre un peu d’ordre dans le degre de coloration, on 
peut classer les descendants F2 en sept classes allant du pourpre au blanc 
en passant par cinq intermediaires, notes rouge fonce, rouge soutenu, 
rouge (type FI), rouge clair, rouge pale, avec des frequences respectives 
egales a 1/64, 6/64, 15/64, 20/64, 15/64, 6/64, 1/64. 

>• Definition des objectifs. 

- Montrer que la combinatoire de facteurs (genes) differents mais responsables, a 
parts egales, du meme phenotype permet, deja chez Mendel, de poser les bases 
de la genetique quantitative. 

- S’entrainer avec les combinaisons et les puissances de 1/2. 

Solution 

1. Les croisements entre les deux souches pures donnent des descendants FI de phenotypes 
differents des phenotypes parentaux. II n’y a done dominance d’aucun des deux phenotypes 
parentaux; le phenotype de « l’hybride » etant intermediaire, on dit qu’il y a semi- 
dominance ou codominance. 

2 . Si les souches pures parentales ne differaient que pour un couple de facteurs A et a, reunis 
chez les FI, la purete des gametes FI, leur equifrequence et leur union aleatoire conduiraient, 
selon le tableau classique de la segregation mendelienne pour un couple de facteurs a 1/4 
de AA + 1/2 de Aa + 1/4 de aa, soit 1/4 de pourpre + 1/2 de rouge + 1/4 de blanc. 

Or, on observe beaucoup plus que trois classes de descendants, ce qui peut s’ interpreter, 
comme le fit Mendel, par le fait que les souches parentales different pour plusieurs couples 
de facteurs (genes !) chacun etant implique dans la pigmentation de la fleur (contrairement 
aux experiences de dihybridisme chez le pois, ou chaque couple de facteur « gouvernait » un 
caractere morphologique different). 

Si Ton considere, comme Mendel, que les effets de ces facteurs sont egaux et additifs, les 
diverses combinaisons obtenues en F2 rendront compte de la gradation des coloris. 
L’hypothese la plus simple est alors celle de deux couples de facteurs (deux genes tous les 
deux impliques a parts egales dans la pigmentation), ce qui permet de prevoir les observa- 
tions en F2, sous cette hypothese. 

Supposons que le pourpre resulte de l’effet additif de deux facteurs A1 et A2, la souche blanche 
ne possedant que les « facteurs differentiels » (alleles) al et c/2, la rendant depourvue de 
pigments, l’« hybride » FI s’ecrit ( Altai ; A2/a2), et la couleur rouge, intermediaire entre le 
pourpre et le blanc, s’explique alors par un effet de dilution de Al et A2 face a al et a2. 

La meiose chez la FI doit produire, selon l’hypothese mendelienne de repartition aleatoire de 
deux couples de facteurs differentiels, quatre types de gametes (tabl. 1.1), et six types de 
descendants F2. 

Si on considere que Fintensite de la couleur est fonction du nombre de facteurs A reunis chez 
la F2, par la fecondation des gametes FI, on s’attend a cinq coloris (tabl. 1.4) allant du 
pourpre (pour 1/16) au blanc (1/16) en passant par le rouge intermediaire (6/16) et deux 
autres coloris intermediaires entre le pourpre et le rouge (rouge fonce pour 4/16) d’une part, 
entre le rouge et le blanc (rouge clair pour 4/16) d’autre part. 
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Tableau 1.4 Phenotypes attendus en F2 sous une hypothese additive 

POUR DEUX COUPLES DE FACTEURS. 


Gametes 

A1, A2 (1/4) 

A 1, a2 (1/4) 

a1,A2 (1/4) 

a 7, a2 (1/4) 

A1 , A2 (1/4) 

[pourpre] 

[rouge fonce] 

[rouge fonce] 

[rouge] 

A1, a2 (1/4) 

[rouge fonce] 

[rouge] 

[rouge] 

[rouge clair] 

a 7, A2 (1/4) 

[rouge fonce] 

[rouge] 

[rouge] 

[rouge clair] 

a 7, a2 (1/4) 

[rouge] 

[rouge clair] 

[rouge clair] 

[blanc] 


3. Le fait d’observer sept classes de coloris chez la F2 n’est pas explicable par deux couples 
de facteurs, et on doit done passer a une hypothese plus large, celle de trois couples de 
facteurs, la FI etant ( Altai ; A2la2 ; A3/a3). Dans ce cas, la meiose chez la FI donne huit 
types de gametes, equifrequents dans le modele mendelien d’origine qui meconnait le 
linkage eventuel (tabl. 1.5). 


Tableau 1.5 Types de gametes. 

« + » designe la presence du facteur A, et done I'absence du facteur a correspon- 
dent (homologue); inversement « - » designe I'absence de A et done la presence 
de a. 


Types de 
gametes 

1/8 

1/8 

1/8 

1/8 

1/8 

1/8 

1/8 

1/8 

A1 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

A2 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

A3 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 


Si on reunit ensemble les gametes en fonction du nombre de facteurs A qu’ils contiennent, 
dans la mesure oil l’effet de chaque facteur A est de meme nature et additif, on obtient quatre 
types de gametes avec 3A (1/8), 2A (3/8), 1A (3/8) et OA (1/8), et par croisement (tabl. 1.6) 
sept phenotypes differents, selon le nombre de A reunis au sein des gametes de la F2, dont les 
frequences attendues correspondent a celles observees. 


Tableau 1.6 Phenotypes attendus en F2 sous une hypothese additive 

POUR TROIS COUPLES DE FACTEURS. 



3A (1/8) 

2 A (3/8) 

1>4 (3/8) 

OA (1/8) 

3 A (1/8) 

[pourpre] 

[rouge fonce] 

[rouge soutenu] 

[rouge] 

2 A (3/8) 

[rouge fonce] 

[rouge soutenu] 

[rouge] 

[rouge clair] 

1 A (3/8) 

[rouge soutenu] 

[rouge] 

[rouge clair] 

[rouge pale] 

OA (1/8) 

[rouge] 

[rouge clair] 

[rouge pale] 

[blanc] 
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Remarque pedagogique. Les trois exemples ci-dessus n’ont que l’interet de montrer 
qu’on peut aller assez loin dans l’analyse genetique sans meme avoir recours a la 
theorie chromosomique de l’heredite ou a la meiose, bien que leur connaissance 
permette, en realite, d’eclaircir grandement l’analyse des donnees par la comprehen- 
sion des mecanismes sous-jacents a la separation des alleles de chacun des genes et a 
leur distribution dans les gametes. 

C’est pourquoi il semble utile, du point de vue pedagogique, de montrer immediate- 
ment en quoi la connaissance de la meiose et du fait que les genes sont portes par les 
chromosomes donnent une base objective a la theorie mendelienne de l’heredite, de 
sorte que sa mise en ceuvre, a travers des exercices, doit etre des le depart envisagee 
dans ce cadre et non dans le cadre trop formel, abstrait et ambigu du mendelisme 
originel. 

Les deux varietes « Hybrides stables » (tableau 1.1) sont [vert, lisse] : v/v L/L 

Ijaune, ride] : J/J rlr 
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Chapitre 2 


La segregation 2/2 
et la theorie chromosomique 
de I'heredite 


2.1 INTRODUCTION : LA THEORIE CHROMOSOMIQUE 
DE L'HEREDITE 

W. Flemming observe, en 1879, un composant nucleaire fortement colorable qu’il 
nomme chromatine. En 1882, Flemming, chez la salamandre, E. Strasburger, chez 
plusieurs plantes, et E. van Beneden, chez Parascaris, decrivent la mitose, au 
cours de laquelle la chromatine se condense en un certain nombre de blocs que 
W. Waldeyer nomme chromosomes en 1888. 

Les differents stades de la meiose sont progressivement mis en evidence entre 
1883 et 1905. Mais des 1883, van Beneden etablit la reduction chromatique, en 
montrant que les gametes de Parascaris n’ont que deux chromosomes quand les 
autres cellules de 1’organisme en ont quatre. En 1887, Flemming, travail lan t sur le 
pollen, met lui aussi en evidence la succession rapide de deux divisions a la suite 
desquelles le nombre de chromosomes est reduit de rnoitie. 

Parallelement, Theodor Boveri montre, en 1889, par des experiences de suppres- 
sion ou d’echange de noyau chez l’oursin, l’importance capitale du noyau, non 
seulement dans le developpement de l’ceuf, mais aussi dans le determinisme des 
caracteristiques du test. 

La cytologie a done prepare les esprits a l’idee que le noyau renferme la substance 
qui gouverne I’heredite, ce germ-plasm dont August Weissman postule le caractere 
inalterable et dont il a fait le centre de sa theorie. 
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Et quels meilleurs candidats pour ce germ-plasm que ces chromosomes dont le 
nombre est reduit de moitie chez les gametes, mais retabli lors de la fecondation ? 
Cette alternance bien ordonnee de la meiose et de la fecondation maintient la ploidie 
specifique a chaque espece, exactement la propriete que Weissman attend du support 
materiel au germ-plasm. 

Enfin, T.H. Montgomery, en 1901 et Walter Sutton, en 1902 montrent, chez les 
insectes, que les deux chromosomes apparies a la meiose sont l’un d’origine pater- 
nelle et 1’ autre d’origine maternelle. 

Des lors il n’est pas etonnant qu’en 1902, au moment ou l’universalite des lois de 
Mendel devient evidente, les deux cytologistes Sutton et Boveri soient frappes par 
l’identite de comportement a la meiose, des chromosomes qu’ils connaissent bien, et 
des facteurs mendeliens, desormais appeles genes, au point qu’ils supposent que les 
premiers constituent le support des seconds. 

L’hypothese de Sutton-Boveri donne enfin une base objective, cytologique, aux 
lois de Mendel qui semblent devoir etre aussi universelles que la meiose et la fecon- 
dation. Toutefois, la theorie chromosomique de l’heredite ne sera definitivement 
admise par tous les biologistes qu’apres plusieurs observations ou experimentations 
decisives, notamment celles de Elinor Carothers (1913), puis Thomas Hunt Morgan 
et Calvin Bridges (1916). 


2.2 LA SEGREGATION 2/2 


L’ analyse genetique reprise dans le cadre de la theorie chromosomique de Theredite 
s’appuie sur les memes protocoles experimentaux que ceux definis par Mendel, mais 
interprete la causalite genetique sur la base de la reduction de ploidie a la meiose qui 
separe, dans des gametes haploides differents, chacun des deux exemplaires, done 
des deux alleles, de chacun des genes. 

Si on ne considere qu’un seul gene, la meiose, chez un heterozygote Alla, aboutit 
a quatre gametes, deux gametes porteurs de A et deux gametes porteurs de a. II y a 
segregation 2/2 (fig. 2.1). 
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A 
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Gamete A 
_Q 1 
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Meiose II 
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~r> r 

Gamete a 



~o — r 

Gamete a 


Figure 2.1 Segregation 2/2. 

La meiose chez un diploi'de Alla donne quatre gametes haploides; deux contenant 
un allele parental A et deux contenant I'autre allele parental a. 
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Encart 2.1 


A 




B 

Interpretation d’un croisement 


Experimentation 


Interpretation d’un croisement 

dans le cadre 


et observations 


dans le cadre 

du mendelisme originel 




de la genetique formelle actuelle 


Si les souches pures 
ne different que 
pour un « caractere » 
alternatif* 


Souche 

Souche 

pure de Pisum x 

pure de Pisum 

a fleur pourpre 

a fleur blanche 


Les souches pures 
ne different que 
pour un seul gene 


Le pollen 

L’ovule 

contient 

x contient 

le « caractere » P 

le « caractere » b 


Le pollen contient 

L’ovule contient 

I'allele A x 

I’allele a 

du gene 

du meme gene 


Hybride FI 
a fleurs 
pourpres 


L’hybride F 
contient Pet b 


Le caractere pourpre 
est dominant 


Le phenotype pourpre 
est dominant 


L’hybride FI 
est heterozygote 
pour un seul 
couple 
d’alleles Ala 


Plantes FI donnant par autofecondation 
3/4 de plantes F2 a fleurs pourpres 
et 1/4 de plantes F2 a fleurs blanches 


Selon la loi de purete des gametes 
pour un couple de « caracteres », on a : 


Pollen pur 

Ovule 

pure 

P (1/2) 

b (1/2) 

P (1/2) 

P/P 

P/b 

b (1/2) 

P/b 

b/b 


II y a segregation 2/2 pour un seul 
couple d'alleles a la meiose 


Deux types de pollen 

2 types 
d'ovules 

A (1/2) 

a (1/2) 

A (1/2) 

A/A 

Ala 

a (1/2) 

Ala 

a/a 


; « Caractere » est id employe dans le sens ambigu de Mendel. 
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En inversant la proposition precedente, on peut conclure que la difference pheno- 
typique entre deux souches pures ne depend que d’un seul gene si 1’ analyse de la 
meiose, chez les individus FI issus du croisement entre ces deux souches, revele une 
segregation 2/2 typique d’un seul couple d’alleles (encart 2.1). 

Remarque. Afin de bien comprendre la definition et le sens des termes utilises 
dans la genetique formelle et leur filiation par rapport aux experimentations 
de Mendel, l’encart 2.1 montre comment les observations d’un croisement 
entre deux souches pures de Pisum, differant par la couleur des fleurs, sont 
interpretees, en mettant en parallele les concepts et la terminologie de Mendel 
et ceux de la genetique formelle d’aujourd’hui. 

La segregation 2/2 d’un couple d’ allele d’un gene a la meiose est deduite de la 
segregation 3/4 1/4 des phenotypes parentaux dans la F2 issue du croisement 
FI x FI (encart 2.1). 

On en deduit alors que la difference phenotypique des deux souches pures paren- 
tales analysees par croisement n’est due qu’a un seul gene, la descendance FI etant 
alors heterozygote pour ce seul gene. 

Remarque. Le fait que la difference phenotypique entre deux souches pures 
ne depende que d’un seul gene ne signifie pas que le caractere etudie a travers 
cette difference phenotypique ne depende que d’un seul gene; bien evidern- 
rnent plusieurs genes peuvent etre impliques dans la realisation du caractere, 
rnais les deux souches pures ne different entre elles que pour un seul des genes 
impliques dans le determinisme du caractere etudie. 

Si l’analyse de la F2 issue du croisement FI x FI exclue la segregation 2/2, on 
conclut alors que les deux souches different pour plus d’un gene. L’ hypothese mini- 
maliste etant qu’ elles different pour au moins deux genes. II convient de tester la 
validite de cette hypothese avant d’envisager une hypothese plus complexe. 

2.3 QUELQUES DEFINITIONS 

2.3.1 Ambigui'te du terme caractere 

Le terme caractere est ambigu car il recouvre chez Mendel trois concepts differents 
mais interdependants, aujourd’hui precises par trois termes differents, le caractere 
proprement dit, le phenotype et 1’ allele. 

• Le caractere est un aspect ou une propriete biologique, un phenomene dont on 
peut etudier le determinisme genetique a travers les modalites de sa transmission 
hereditaire, par exemple le groupe sanguin ABO ou la couleur de la fleur dans 
l’exemple precedent; c’est le seul usage encore admissible du terme caractere. 

• Le phenotype est l’une des formes possibles du caractere puisque l’analyse gene- 
tique d’un caractere suppose qu’il se presente au moins sous deux formes ou pheno- 
types possibles, par exemple le phenotype pourpre et le phenotype blanc (on ne 
devrait done plus dire le caractere pourpre ou le caractere blanc). 
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• L’ allele est une des formes possibles d’un gene implique dans le determinisme du 
caractere ttudit (c’est le facteur causal mendtlien, aussi appelt caractere par Mendel). 

• Le genotype, pour un gene, est constitue de 1’ ensemble des alleles de ce gene 
presents dans la cellule (ou l’organisme), un chez les haploides, deux chez les 
diploides, etc. 

Selon la nature du message qu’ils contiennent, les differents alleles d’un gene sont 
responsables, en fonction de leurs combinaisons genotypiques, des differents pheno- 
types observables du caractcrc etudie (on ne doit done plus utiliser le terme de carac- 
tere dans le sens mendelien de facteur deterministe puisque le terme precis d’ allele a 
ete defini). 

2.3.2 Le phenotype sauvage et la souche sauvage de reference 

Dans la pi u part des cas l’analyse genetique d’un caractcrc ou d’un phenomene 
debute par l’obtention de variants phenotypiques, de « mutants », qui different d’un 
phenotype de reference appele « phenotype sauvage » (traduction de wild type). 

Cette appellation a ete introduce par les geneticiens drosophilistes au debut du 
siecle, car chez drosophila, les organismes des populations naturelles semblaient 
identiques, au rnoins pour leurs caracteres morphologiques, ce qui permettait de 
definir une norme « sauvage » de reference. 

Mais en genetique experimentale, la souche sauvage correspond rarement a ce 
qu’on pourrait trouver a l’ttat sauvage dans des populations naturelles, constitutes 
d’ organismes genetiquement differents, heterozygotes pour un grand nombre de 
genes (meme pour la drosophile). C’est une souche pure, obtenue au laboratoire, 
constitute d’individus homozygotes tous identiques entre eux, pour un certain 
nombre de genes, ou pour tout le gtnome, et servant simplement de rtftrentiel pour 
situer les mutants dans 1’ analyse gtnttique. 

C’est d’ailleurs pourquoi de nombreux gtntticiens utilisent le terme de souche de 
reference (SR) qui a l’avantage ptdagogique de prtciser son utilitt et de dissiper 
l’ambiguitt du terme sauvage, et parfois encore le terme de « souche sauvage de 
rtftrence » (SSR). 

2.3.3 Quelle est la definition du gene a ce stade ? 

a) L'unite de segregation 

C’est une premiere dtfmition du gene. Le gene est dtfini par un couple de facteurs 
dtterministes, appelts alleles, qui stgregent a la mtiose et rendent compte des 
modalitts de la transmission des difftrentes formes du caractere ttudit (par exemple 
la couleur de la fleur dans l’encart 2.1), appeltes phenotypes. 

Les souches pures sont homozygotes pour chacun des deux alleles du gene 
impliqut dans le dtterminisme du caractcrc ttudit et prtsentent deux phtnotypes 
difftrents pour ce caractcrc. 

Apres croisement de ces souches pures, l’hybride obtenu est htttrozygote pour ce 
gene, et l’on obtient alors, parmi les produits des croisements entre hybrides, des 
frequences conformes aux frequences attendues sous le rnodele de la stgrtgation 2/2 
a la mtiose. 
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b) La polyallelie 

L’ assimilation du concept de gene a celui de caractere mendelien alternatif etait 
simpliste car elle supposait qu’un gene ne pouvait n’exister que sous deux etats alle- 
liques. La difficulty d’ interpretation de certains resultats a vite conduit les geneti- 
ciens au concept de polyallelie : un gene peut exister sous plus de deux versions 
alleliques possibles (le groupe ABO). 

Cependant, comme les organismes (pour la plupart) sont diploides, seuls deux 
alleles differents d’un merne gene sont presents chez un heterozygote, de sorte qu’il 
y a toujours segregation 2/2 a la meiose pour ce gene. 

c) Le gene ne peut etre defini par son support 

Nombreux sont ceux qui defmissent le gene comme une sequence d’ADN ou un 
locus chromosomique, ce qui n’a pas grand sens ! 

D’abord parce que le concept de gene est bien anterieur, de pres de 50 ans, a la 
mise en evidence que l’information genetique est constitute d’ADN, ensuite parce 
qu’on ne saurait definir le gene par son support, qu'il s’agisse de 1’ ADN ou du chro- 
mosome. C’est aussi contestable que de dire qu’une symphonie de Beethoven est un 
fragment de cederom ou de bande magnetique. 

Pour s’affranchir de cette confusion entre le gene et son support, il faut definir le 
gene par ce qu’il est, une information ou un message. 

Bien sur, comme tout message, le gene a un support, l’ADN lui-meme dans le 
chromosome; c’est le comportement de ce support qui permet de definir le gene 
comme une unite de segregation permettant d’ interpreter, selon la theorie rnende- 
lienne, les frequences des phenotypes a l’issue d’une serie de croisements. 

On a precise seulement au debut du siecle la nature du support cytologique, le 
chromosome, puis au milieu du siecle, la nature chimique du message, l’ADN 
contenu dans les chromosomes. 

Puis on a identifie le contenu du message d’un gene (un gene/une chaine pepti- 
dique) ce qui a alors permis une autre definition du gene, fo n c tin n nelle (chap. 5). Le 
gene est alors con 911 comme une unite fonctionnelle definie par la fonction biochi- 
mique de la chaine peptidique pour laquelle il code, dont la presence active ou 
1 ’ absence retentit en aval sur les phenotypes associes a 1 ’ expression du gene, a 
l’echelle moleculaire, de la cellule, du tissu, de l’organisme, de la population. 

La biologie moleculaire a depuis rnontre les limites d’une telle definition 
puisqu’une merne sequence d’ADN peut renfermer plusieurs messages differents 
dont 1 ’ expression depend du sens de transcription (genes emboites) ou des modalites 
de la transcription (epissage differentiel). Par ailleurs des sequences d’ADN ne sont 
pas exprimees mais constituent un message puisqu’elles sont signifiantes, ayant un 
role biologique. 

La complexity du concept de gene ne sera pas developpee dans cet ouvrage (pour 
cela voir entre autre 1’ ouvrage de Rossignol et al., Genetique : genes et genomes, 
Dunod, Paris, 2000). 
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d) L'expression du message d'un gene 

L’ expression du message d’un gene est dependante de celle des autres genes et aussi 
de l’environnement. L’expression d’un gene s’inscrit dans un ensemble d’operations 
qui assurent le cycle vital d’un organisme, embryogenese et croissance, comporte- 
ment alimentaire et reproductif. . . 

L’expression de la plupart des genes est done regulee afm d’etre integree dans une 
expression concertee de 1’ ensemble des messages constituant le genome d’un orga- 
nisme. Cette regulation est une reponse par activation ou repression de l’expression 
du gene, en fonction non seulement de l’expression d’ autres genes mais aussi, dans 
certains cas, du milieu puisque des organismes genetiquement identiques peuvent 
presenter des phenotypes tres differents pour certains de leurs traits ou de leurs 
proprietes. 

Pour reprendre la metaphore de la symphonie de Beethoven, il serait surprenant 
qu’une meme partition (un meme message) soit traduite de la meme fa 5 on par des 
orchestres differents, voire par le meme orchestre, mais a des moments differents. 

2.3.4 La dominance et la recessivite 

Lorsque deux souches pures parentales sont croisees entre elles et que le descen- 
dant FI (appele hybride chez Mendel) presente un des deux phenotypes parentaux, 
on enonce que ce phenotype est dominant (pourpre dans l’exemple) et que 1’ autre 
phenotype (blanc) est recessif. Un test de dominance consiste a croiser, entre elles, 
deux souches pures afin d’ observer le phenotype de la FI heterozygote pour statuer 
sur la dominance d’un des deux phenotype parentaux ou sur leur codominance. 

Remarque. II est tres important de comprendre que la dominance est une 
propriete du phenotype et non de 1’ allele. Le fait de definir des alleles domi- 
nants ou des alleles recessifs est une derive semantique que s’autorisent les 
geneticiens entre eux, mais qui est source d’une confusion conceptuelle quand 
on maitrise encore imparfaitement la genetique. 

On peut eventuellement dire qu’un allele a un effet dominant sur le phenotype 
vis-a-vis de l’effet d’un autre allele du meme gene; comrne de nombreux 
exercices l’illustreront, un allele A1 peut avoir un effet dominant vis-a-vis 
d’un allele A2 pour un premier phenotype, alors qu’il a un effet recessif vis-a- 
vis d’un autre allele A3 pour le meme phenotype ou qu’il a un effet recessif 
vis-a-vis de l’allele A2 pour un autre phenotype (voir interpretation en 5.5). 


2.4 LE TEST DE LA SEGREGATION 2/2 PAR TEST CROSS 

La segregation 2/2 d’un couple d’ alleles a la rneiose peut etre directement observee 
dans la descendance d’un test cross, croisement FI x parent recessif (tabl. 2. 1), alors 
qu’elle n’est qu’une deduction indirecte des frequences phenotypiques de la F2 dans 
un croisement FI x FI (tabl. 2.2). 
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En effet, le parent recessif d’un test cross ne donne qu'un seul type de gametes, ce 
qui permet de tester directement le contenu genetique des gametes issus de la meiose 
du FI par l’observation des phenotypes F2. Si le phenotype F2 est dominant, c’est 
que le gamete FI apportait un allele a effet dominant, si le phenotype F2 est de type 
recessif, c’est que le gamete FI apportait un allele a effet recessif. Chacun de ces 
deux phenotypes, dominant et recessif, sont equifrequents si la meiose implique un 
seul couple d’ alleles, donnant deux types de gametes equifrequents. 

Tableau 2.1 Segregation 2/2 par le test cross. 


Parent pur AHA de phenotype [A] x Parent pur alia de phenotype [a] 

FI heterozygote Alla croise avec un parent alia 

La segregation 2/2 pour un seul couple d'alleles a la meiose donne deux types de gametes 
chez le seul parent FI, le parent pur ne donne qu'un seul type de gametes 


A (1/2) 

a (1/2) 

a (100 %) 

AHA 

alia 

Frequences des phenotypes F2 

1/2 de [A] + 1/2 de [a] 


Tableau 2.2 Segregation 2/2 par croisement entre FI . 


Parent pur AHA de phenotype [A] x Parent pur alia de phenotype [a] 

FI heterozygotes Alia croises entre eux 

La segregation 2/2 pour un seul couple d'alleles a 

la meiose chez FI 

donne deux types de gametes chez les deux parents 


A (1/2) 

a (1/2) 

A (1/2) 

AHA 

Alia 

a (1/2) 

Alla 

alia 

Frequences des phenotypes F2 

3/4 de [A] + 1/4 de [a] 


2.5 L'HEREDITE LIEE A L'X 

Chez de nombreuses especes animales ou vegetales unisexuees (dioiques), le caryo- 
type differe d’un sexe a l’autre pour une paire de chromosomes, appeles hetero- 
somes ou chromosomes sexuels. F’un des sexes est homogametique, il ne produit 
qu’un seul type de gametes parce que son caryotype presente deux chromosomes 
identiques, habituellement denommes X (c’est le cas chez l’homme ou la droso- 
phile, dans le sexe femelle). F’ autre sexe est heterogametique, il produit deux types 
de gametes parce que son caryotype presente deux chromosomes differents par la 
taille et/ou la structure et s’appariant partiellement a la meiose; l’un de ces chromo- 
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somes est du type X, 1’ autre est habituellement denomme Y (c’est le cas du sexe 
male chez l’ho mm e ou la drosophile). 

Chez l’homme, le sexe de l’organisme est determine a la fecondation par le type 
d’heterosome transmis par le sexe heterogametique, le chromosome Y determine le 
sexe male ; le sexe feminin des individus XO (monosomie X, syndrome de Turner) 
verifie cette conclusion. 

Chez la drosophile, le determinisme du sexe male par le chromosome Y n’est 
qu'une apparence puisque les organismes XO sont males ; le sexe est en realite deter- 
mine par la valeur du rapport entre la quantite d’autosomes et de chromosomes X 
qui est la meme chez X/Y ou X/0. 

D’ailleurs, chez d’autres organismes comme certains amphibiens ou insectes, il 
n’existe qu'un type de chromosome sexuel, l’un des sexes etant X/X et T autre etant 
X/0. 

Chez les oiseaux et des insectes comme les papillons, le sexe male est homogame- 
tique (note Z/Z) et le sexe femelle est heterogametique (note Z/W). 

Les caracteres dependant de genes localises sur les heterosomes presentent un 
mode de transmission hereditaire tout a fait specifique appele « heredite liee au 
sexe », par opposition a « I’heredite autosomique » de tous les caracteres gouvernes 
par des genes localises sur un autosome. 

L’ heredite liee au sexe est caracterisee par le fait que les croisements reciproques 
entre souche pure et souche sauvage donnent des resultats differents : l’un des deux 
croisements donnent des descendants FI, chez lesquels chacun des deux sexes 
presente un phenotype different du caractere (tabl. 2.3). En effet, il ne peut y avoir de 
segregation 2/2 dans le sexe heterogametique qui est « haploide » (on dit hemi- 
zygote) pour les genes du chromosome X (exceptes les eventuels genes de la partie 
commune entre X et Y, pour lesquels il y aura une heredite appelee pseudo- 
autosomique, mais celle-ci est identifiable en F2, voir l’un des exercices). 

C’est d’ailleurs cette particularite de I’heredite liee au sexe, observee chez la 
drosophile par Morgan et Bridges, qui les a convaincus de la validite de la theorie 
chromosomique de I’heredite. 

Remarque. Il convient de noter que tres souvent la denomination du pheno- 
type sauvage est associee par le signe « + » a celle du phenotype mutant. 
Celui-ci est note par sa particularite, ici [w] pour white, le phenotype sauvage 
est note [w + ]. 

Mais cette correspondance est souvent poursuivie dans l’ecriture allelique, oil 
l’on distinguera les alleles w et w + . 

Cela dit, cette ecriture perpetue l’ambiguite entre caractere, phenotype et 
allele dont nous avions decrit les dangers au paragraphe precedent. C’est 
pourquoi il serait preferable, sur le plan pedagogique, de choisir des notations 
totalement non chevauchantes entre l’univers des phenotypes qu’on observe 
et l’univers des alleles qui en sont la cause. 
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Tableau 2.3 Heredite liee au sexe. 

Resultats observes pour chacun des croisements reciproques entre une souche de 
drosophile mutante de phenotype [oeil blanc], parfois note [w], et la souche SSR, 
dont I'oeil est de phenotype [rouge brique], parfois note [via]. La souche [w] est 
mutee dans un gene du chromosome X; le phenotype mutant etant recessif. 


male W+//Y femelle w//w 

de phenotype x de phenotype 

[oeil brique] [oeil blanc] 

male wl/Y femelle w*ll v\C 

de phenotype x de phenotype 

[oeil blanc] [oeil brique] 

Chez la FI 

tous les males sont wl /Y [oeil blanc] 
et toutes les femelles sont w/lw* [oeil brique] 

Chez la FI 

tous les males sont wV/Y [ceil brique] 
et toutes les femelles sont wllw* [oeil brique] 


EXERCICES 


Exercice 2.1 

Chez Drosophila melanogaster, la souche sauvage, pure, de reference (SSR) 
presente un coips de couleur grise ; elle est croisee avec une souche pure 
mutante dont le coips est noir. En FI, tous les individus sont [gris], 

Les croisements FI x FI donne 768 [gris] et 232 [noir] ; les croisements 
FI x parent [noir] donnent 482 [gris] et 518 [noir], 

1 . Quel est le caractere etudie ? 

2. A quelle conclusion conduit l’observation du phenotype en FI ? 

3. Montrez par 1’ analyse genetique, que ces deux resultats sont la conse- 
quence d’un meme phenomene a la meiose et conduisent a une meme 
conclusion sur les souches parentales. Validez 1’ analyse FI x FI par un test 
statistique. 

4. Pourquoi est-il inexact de dire que la pigmentation du coips ne depend 
que d’un seul gene ? 

>• Niveau Bac/Definition des objectifs 

- Verifier la bonne comprehension de la terminologie. 

- Tester la dominance et la segregation 2/2. 

- Test statistique de conformite d’une hypothese. 

- Ne pas confondre le nombre de genes impliques dans un phenotype et un caractere. 

Solution 

1. Le caractere etudie est la « couleur du corps ». Sa variability permet de definir deux pheno- 
types, deux formes possibles de ce caractere, le phenotype [gris], designe comme phenotype 
sauvage de reference, et le phenotype [noir] qui est un variant ou un mutant. 

2. On constate, en FI, que tous les individus presentent le phenotype [gris] du parent sauvage 
et que le phenotype mutant [noir] a disparu : on peut conclure que le phenotype [gris] est 
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dominant vis-a-vis du phenotype [noir] ou, symetriquement le phenotype [noir] est recessif 
vis-a-vis du phenotype sauvage [gris]. 

Remarque 1. Comme on entreprend l’analyse genetique d’un mutant, il est plus judi- 
cieux de caracteriser le mutant et done de conclure que le phenotype [noir] est recessif 
vis-a-vis du phenotype sauvage [gris]. 

Remarque 2. Comme les deux souches sont pures, e’est-a-dire homozygotes pour tous 
leurs genes, et qu’elles different pour un caractere, on peut conclure qu’elles different 
genetiquement, au moins pour un gene (peut etre plus, seule l’analyse genetique pourra 
le dire). En consequence la FI est heterozygote pour ce gene (ou ces genes). 

On peut aussi conclure que, pour ce (ou ces) gene(s), l’effet de l’allele mute est recessif vis- 
a-vis de l’effet de l’allele sauvage. 

Attention : la recessivite d’un phenotype ou d’un allele n’a de sens que par rapport a un autre 
phenotype (dans le croisement entre deux souches pures) ou par rapport a un autre allele 
(dans un genotype heterozygote); ce point sera detaille plus tard dans l’ouvrage. 

3 . Analyse genetique. 

Dans un croisement FI X FI, la question posee est de savoir si le resultat en F2 correspond a 
ce qu’on attend sous l’hypothese que les souches parentales ne different que pour un seul 
gene (l’une est A// A et I’ autre a/Ja) et, qu’en consequence, la FI est heterozygote AJ/a pour ce seul 
gene. Dans ces conditions, la meiose, en FI, pour ce gene, est le siege d’une segregation 2-2 
avec deux types de gametes (A) et (a) de frequence Vi - Vi, ce qui conduit a un tableau de 
croisement des gametes a quatre cases (tableau 2.4) avec en F2 14 de ( A//A ) + Vi de (AJ/a) + Vi de 
(a/ /a), soit % de phenotypes dominants et 14 de phenotypes recessifs. 


Tableau 2 . 4 . 



a m 

a (V4) 

A (Vi) 

AHA [gris] 

Alla [gris] 

a (%) 

all A [gris] 

alia [noir] 


Les effectifs observes de 768 et 232 ne sont pas significativement differents des effectifs 
attendus sous l’hypothese % - 14, soit 750 et 250 (voir ci dessous) et on peut done conclure 
que les resultats sont conformes a ce qu’on attend si la meiose en FI implique un seul couple 
d’ alleles parce que les parents ne different que pour un seul gene, concernant ce caractere. 


Dans un test cross FI x parent recessif, la question posee est de savoir si le resultat en F2 
correspond a ce qu’on attend sous l’hypothese que les souches parentales ne different que 
pour un seul gene (l’une est AJ/A et l’autre a//a) et, qu’en consequence, la FI est hetero- 
zygote AJ/a pour ce seul gene. Dans ces conditions, la meiose, en FI , pour ce gene, est le 
siege d’une segregation 2-2 avec deux types de gametes (A) et (a) de frequence Vi - Vi, ce qui 
conduit a un tableau de croisement des gametes a deux cases (tableau 2.5), car le parent 
recessif ne donne qu’un seul type de gametes (a) avec en F2 Vi de (AJ/a) + Vi de (a//a), soit 
Vi de phenotypes dominants et 14 de phenotypes recessifs. 
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Tableau 2.5. 



a 

A (Vi) 

Al/a [gris] 

a (Vi) 

alia [noir] 


Les effectifs observes de 482 et 518 ne sont pas significativement differents des effectifs 
attendus sous l’hypothese Vi - Vi, soit 500 et 500 (la valeur observee du % 2 est egale a 1,29, 
non significative au seuil de 5 %) et on peut done conclure que les resultats sont conformes a 
ce qu’on attend si la meiose en FI implique un seul couple d’alleles parce que les parents ne 
different que pour un seul gene, concernant ce caractere. 

Developpement du raisonnement statistique. 

La valeur observee du y 2 dans le test des ecarts entre effectifs observes (768 et 232) et 
attendus (750 et 250) sous l’hypothese « nulle » de segregation 2-2, est egale a 1,73; cette 
valeur est inferieure a la valeur seuil de 3,84 pour un y 2 a un degre de liberte et un risque 
d’erreur de 5 %, ce qui reviendrait a dire qu’on prendrait un risque superieur a 5 % en reje- 
tant l’hypothese nulle de segregation 2-2; on l’accepte done. 

4. Conclure de 1’ analyse precedente que la pigmentation du corps ne depend que d’un seul 
gene montre qu’on n’a pas compris le sens de l’analyse genetique entreprise et l’interpreta- 
tion des resultats. 

En effet, 1’ analyse porte sur la variation de la pigmentation et montre que les deux souches 
different l’une de l’autre pour un seul gene, e’est-a-dire un seul des genes impliques dans la 
pigmentation du corps. II est done inexact de dire que la pigmentation du corps ne depend 
que d’un gene : e’est la difference de phenotype pour la pigmentation du corps, chez les 
souches etudiees, qui ne depend que d’un gene, pas la pigmentation. 

Exercice 2.2 

II existe une variete pure de mat's a grains violets. Son croisement avec une 
variete pure a grains jaunes donne une Fla grains violets. La FI, croisee 
avec une lignee pure a grains jaunes donne des plants sur lesquels on analyse 
un epi porteur des graines F2 : on compte 535 graines de phenotype 
[violet] et 465 de phenotype [jaune], 

1 . Quel est le caractere etudie ? 

2. A quelle conclusion conduit 1’ observation du phenotype en FI ? Cela 
permet-il de designer un phenotype sauvage ? 

3. Developpez l’analyse genetique et concluez. 

4. Precisez sur quoi porte la difference genetique entre les deux souches 
parentales. 

>- Niveau Bac/Definition des objectifs 

- Tester la dominance et la segregation 2/2. 

- Verifier la bonne comprehension de la terminologie. 
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Solution 

1 . Le caractere etudie est la « couleur du grain ». Sa variabilite permet de definir deux pheno- 
types, deux formes possibles de ce caractere, le phenotype [jaune] et le phenotype [violet]. 

2. Le phenotype [grains violets] est dominant vis-a-vis du phenotype [grains jaunes], celui ci 
est recessif vis-a-vis du premier. Cette observation ne justifie pas de considerer le phenotype 
[violet] dominant comme le phenotype sauvage, car il peut y avoir des mutants dont le pheno- 
type est dominant sur celui du sauvage. II n’y a pas, dans le cadre de cet exercice de designa- 
tion d’un phenotype sauvage. 

3. Dans un test cross FI x parent recessif, la question posee est de savoir si le resultat en F2 
correspond a ce qu’on attend sous l’hypothese que les souches parentales ne different que 
pour un seul gene (l’une est A// A et l’autre a/ /a) et, qu’en consequence, la FI est hetero- 
zygote AJ/a pour ce seul gene. Dans ces conditions, la meiose, en FI , pour ce gene, est le 
siege d’une segregation 2-2 avec deux types de gametes (A) et (a) de frequence Vi - Vi , ce qui 
conduit a un tableau de croisement des gametes a deux cases (tableau 2.5), car le parent recessif 
ne donne qu’un seul type de gametes (a) avec en F2 Vi de (A//a) + Vi de {alia), soit Vi de pheno- 
types dominants et Vi de phenotypes recessifs. Les effectifs observes de 535 et 465 sont signifi- 
cativement differents des effectifs attendus sous l’hypothese Vi - Vi, soit 500 et 500 (la valeur 
observee du y} est egale a 4,90, significative au seuil de 5 %) et on doit done rejeter l’hypo- 
these et conclure que les resultats ne sont pas conformes a ce qu’on attend si la meiose en FI 
implique un seul couple d’alleles, les parents ne differant que pour un seul gene, concernant 
ce caractere. 

4. Les deux souches parentales ne different pas pour un seul gene et different done pour au 
moins deux genes, il convient alors de reprendre l’analyse genetique sous cette hypothese afin 
de voir si les resultats peuvent trouver une interpretation coherente dans ce cadre (ceci releve 
du chapitre suivant). Il est possible que les deux souches different pour plus de deux genes, 
mais la demarche scientifique applique toujours le « principe de parcimonie » qui considere 
qu’une hypothese ou un modele plus simple est toujours prefere a une hypothese ou un 
modele plus complexe tant qu’il est suffisant pour expliquer les observations. 

Exercice 2.3 

On dispose de deux souches pures de souris, la souche A au pelage de 
phenotype [blanc, poil ras], la souche B au pelage de phenotype [brun, poil 
long]. On croise, d’une part des males A par des femelles B, d’autre part 
des males B par des femelles A. 

Le premier croisement conduit a une FI ou tous les individus sont de pheno- 
type [brun, poil long] ; le second croisement conduit a une FI ou les males 
sont de phenotype [blanc, poil long] et les femelles de phenotype [brun, 
poil long], 

1 . Quels sont les caracteres etudies ? 

2. Le fait d’etudier deux caracteres signifie-t-il obligatoirement que les deux 
souches different pour au moins deux genes ? 

3. En quoi les observations faites en FI permettent-elles d’affirmer que les 
deux souches different obligatoirement pour au moins deux genes ? 

4. Precisez par l’analyse genetique pour chaque caractere pris isolement, 
autant que faire se peut, le nornbre et la localisation des genes. 
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>• Niveau Licence (LI, L2) / Definition des objectifs 

- Verifier la bonne comprehension de la terminologie. 

- Analyse genetique chez un organisme au sexe heterogametique. 

- Liaison au sexe et test de la segregation 2/2 par divers types de croisements. 

Solution 

1. Les caracteres etudies sont la « couleur du pelage » et la « longueur des poils ». 

2. Le fait d’etudier deux caracteres ne signifie absolument pas que les deux souches different 
pour au moins deux genes : on peut parfaitement avoir un gene dont une mutation retentit sur 
plusieurs caracteres simultanement en conduisant pour chacun d’eux a une variation pheno- 
typique (la mutation est alors dite « pleiotrope »). 

3. Si un seul gene etait implique dans les deux caracteres, cela signifierait, les souches etant 
pures, que le phenotype [blanc, poil ras] est associe a un allele de ce gene et que le phenotype 
[brun, poil long] est associe a un autre allele du meme gene : il serait done impossible d’ observer 
des individus de phenotype recombine comme ceux du deuxieme croisement [blanc, poil 
long]. Les deux souches different done pour au moins deux genes, l’un implique dans la 
pigmentation du poil et V autre dans sa longueur. 

4. Quand on considere les deux croisements pour chacun des deux caracteres, on observe que 
les FI sont homogenes pour le caractere de longueur des poils, soit [poil long], alors que les 
FI different pour le caractere de pigmentation, la FI du premier croisement etant homogene 
[brun] alors que la seconde ne l’est pas, en effet tous les males sont [blanc] alors que les 
feme lies sont de phenotype [brun]. 

Cette difference de resultats entre croisements reciproques est le resultat attendu quand la 
variation phenotypique du caractere depend d’un gene localise sur un heterosome, en l’occur- 
rence le chromosome X, chez la souris comme chez l’homme. 

Le fait que les femelles F 1 soient de phenotype [brun] dans les deux croisements permet de 
conclure qu’il est dominant vis-a-vis du phenotype [blanc] et que les males FI [blanc] presen- 
tent le phenotype recessif en raison de leur hemizygotie. En effet, dans ces conditions, on 
peut ecrire les croisements ainsi : 


Croisements 

femelles B X males A 

femelles A X males B 

Genotypes parentaux 

(AHA) X (a/Y) 

(alia) X (A/Y) 

Genotype & phenotype FI male 

(Al Y) [brun] 

(a/Y) [blanc] 

Genotype & phenotype FI femelle 

( Alla ) [brun] 

(Alla) [brun] 


Remarque. Quand un gene est localise sur le chromosome X, le croisement entre 
femelle de phenotype recessif et male de phenotype dominant est informatif des la FI 
et permet de conclure a cette localisation du gene sur le X. 

L’ autre croisement (femelle de phenotype dominant par male de phenotype recessif) 
n’est pas informatif en FI, mais il est informatif en F2 issu du croisement FI x FI 
(verifier que toutes les femelles sont de phenotype [brun] alors que la moitie des 
males sont de phenotype [blanc]). 




Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

2 • La segregation 2/2 et la theorie chromosomique de I'heredite 31 


Pour le caractere de longueur des poils, le fait d’ avoir des FI homogenes dans les deux croi- 
sements reciproques permet de conclure qu’aucun gene du X n’est implique dans cette varia- 
tion phenotypique qui depend done d’un ou plusieurs gene(s) autosomique(s). 

II n’est evidemment pas possible, en FI, de pouvoir dire si, pour chaque caractere, les deux 
souches different pour un seul gene ou plus ; il faut poursuivre 1’ analyse en F2 pour le savoir. 
On peut simplement dire, apres cette analyse, qu’elles different pour au moins deux genes, 
un sur le X implique dans la coloration du pelage, 1’ autre, autosomal, implique dans la longueur 
des poils. 

Exercice 2.4 

Remarques preliminaires. 

a) L’ analyse genetique chez la levure suppose d’ avoir lu l’ introduction du 
chapitre 10 ou on explique de quelle maniere on entretient les souches 
haploides ou diploides et comment on croise entre elles deux souches haploides 
pour obtenir un diploide, puis comment on stimule la meiose pour recu- 
perer des spores haploides en vrac ou en tetrodes. 

b) L’ analyse genetique consiste d etudier les produits de la meiose chez un 
heterozygote issu d’un croisement; chez la drosophile ou la souris, les 
produits de la meiose d’une FI lie peuvent etre etudies qua trovers 1’ analyse 
d’une F2 obtenue par croisement de la FI avec elle-meme ou avec un 
parent recessif (test-cross). Au contraire, chez la levure, les cellules diploides 
vont dormer, par meiose, des spores haploides qu’on pent recueillir et 
etudier directement. 

c) Le milieu de culture minimum est note Mo et contient du glucose (source 
de carbone et d’energie), un sel d’ ammonium ( source d’ azote) et des 
oligo-elements. Quand la source de carbone n ’est pas du glucose, elle est 
notee entre parentheses, par exempt e Mo(gal) : milieu minimum ou la 
source de carbone est du galactose ( et non du glucose ). Quand un milieu 
est supplements en un element dont la souche a besoin pour se developper, 
cela est indique par un signe +, par exemple Mo + veil : milieu minimum 
additionne de valine, dans le cas ou la souche lie pent la synthetiser ou la 
produire (mutant de production ou de synthese). 

d) II est possible de tester le phenotype d’une souche en la transplantant 
sur un autre milieu par la technique de replique : on prend des cellules dans 
la boite mere et on les transplante dans la boite test afin de voir si elles s ’y 
multiplient et donnent des colonies. Une technique particuliere est la 
replique sur velours, par laquelle on procede ci une empreinte de la boite 
mere sur un velours, puis on applique ce velours sur la boite test vierge de 
sorte que les cellules de la boite mere seront deposees selon leur topogra- 
phie originelle dans la boite mere, ce qui pennet d’ identifier, dans celle-ci, 
les colonies qui lie poussent pas sur la replique. Cette technique est tres 
rentable quand la boite mere contient plusieurs centaines de colonies. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

32 Concepts de base et exercices corriges 


Dans ce probleme, on ne se preoccupe pas du signe sexuel des souches ni 
des marqueurs de selection des diploides sur les boites de croisement. On 
suppose done, quand on fait un croisement sur une boite, que les diploides 
peuvent se former et qu’eux seuls peuvent pousser sur la boite, a condition 
cependant que le milieu soit adequat compte tenu de leur genotype. 

Question 1. 

On croise entre elles des souches haploides de levure, l’une de phenotype 
[his + ], 1’ autre de phenotype [his - ], incapable d’assurer la synthese de 
l’histidine; les colonies diploides sont de phenotype [his + ], Apres meiose, 
on isole 400 spores a l’origine de 400 colonies testees par replique sur un 
milieu adequat : 400 poussent sur milieu minimal additionne d’histidine, 
1 82 poussent sur milieu minimum. 

1 . Sur quel milieu la souche [his - ] est-elle entretenue ? Justifier la reponse. 

2. Sur quel milieu fait-on le croisement ? Justifier la reponse. 

3. A quelle conclusion conduit 1’ analyse genetique ? 

4. Pourquoi est-il inexact de dire que la capacite de synthetiser l’histidine 
ne depend que d’un seul gene ? 

Question 2. 

Deux souches haploides de levure, l’une [ura - ], 1’ autre [ura + ] sont croisees 
entre elles et donne un diploide [ura + ], capable d’assurer la biosynthese de 
l’uracile. Des cellules qui entrent en meiose, on isole 400 spores raises en 
culture sur un milieu minimum, denomme Mo additionne d’uracile. Les 
400 colonies sont testees par la methode des repiquages et on denombre 
295 colonies [ura - ] et 105 colonies [ura + ], 

1. Sur quel milieu la souche [ura - ] est-elle entretenue ? Justifier la reponse. 

2. Sur quel milieu fait-on le croisement ? Justifier la reponse. 

3. Sur quel milieu a-t-on replique les colonies obtenues sur la boite de croi- 
sement pour conclure que le phenotype du diploide est [ura + ] ? 

4. A quelle conclusion conduit 1’ analyse genetique ? 

Question 3. 

La souche haploide de levure A, de phenotype [met - , gal - ], incapable de 
synthetiser la methionine et d’utiliser ou metaboliser le galactose, est 
croisee avec la souche haploide B de phenotype [met + , gal + ] ; on obtient un 
diploide [met + , gal + ], capable d’assurer la biosynthese de la methionine et 
d’utiliser le galactose comme source de carbone et d’energie. Des cellules 
qui entrent en meiose, on isole 136 spores raises en culture sur un milieu 
minimum, denomme Mo (oil la source de carbone est du glucose) addi- 
tionne de methionine. Des 136 colonies qui y ont pousse on effectue des 
prelevements qu’on repique sur 3 boites, differentes. Mo oil 70 colonies 
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se developpent, Mo(gal) ou 37 colonies se developpent, Mo(gal) + met ou 
7 1 colonies se developpent. 

1. Sur quel milieu la souche [met - ; gal - ] est-elle entretenue ? Justifier la 
reponse. 

2. Sur quel(s) milieu(x) fait-on le croisement ? Justifier la reponse. 

3. Sur quel milieu a-t-on replique les colonies obtenues sur la boite de croi- 
sement pour cone lure que le phenotype du diploide est [met + ; gal + ] ? 

4. Compte tenu des resultats obtenus sur les differentes repliques, identi- 
fiez et denombrez les phenotypes des differents types de spores obtenues. 

5. Determinez, par 1’ analyse genetique, le nornbre de genes implique dans 
la valuation de chaque caractere et pour combien de genes les deux souches 
different. Ecrivez leurs genotypes. 


>- Niveau bac-Licence (LI, L2)/ Definition des objectifs 

- Introduction aux particularites de l’analyse genetique chez la levure. 

- Definir un milieu de test d’un phenotype pour en deduire un genotype. 

- Tester la dominance, et la segregation 2/2 pour un phenotype. 

- Discuter l’observation de spores recombinees et anticiper sur l’analyse fonction- 
nelle du gene. 

Solution 


Question 1. 

1. La souche [his - ] ne peut synthetiser l’histidine qui doit done lui etre foumie, cet acide amine 
pouvant entrer sans probleme a partir du milieu exterieur : celui-ci est done Mo + his. 

2. On ne sait pas si le mutant est dominant ou recessif et si Fheterozygote forme chez le 
diploide est de phenotype [his + ] ou [his - ]. Si on veut etre certain d’ avoir des colonies 
diploi'des, le milieu de croisement doit etre Mo + his. 

3. Pour savoir si les colonies diploi'des obtenues sont [his + ] ou [his - ], e’est-a-dire si le mutant 
est recessif ou dominant vis-a-vis du sauvage, il suffit de faire une replique sur un milieu Mo 
et de voir si on obtient ou non des colonies. 


4. Les 400 spores poussent sur Mo + his et seules 182 sont capables de pousser sur Mo, ce 
qui signifie que parmi les 400 spores, 182 sont [his + ] et, par difference, 218 sont [his - ], ce qui 
n’est pas significativement different de 200-200 (on peut faire un test de % 2 , voir 
exercice 2.1). Ce resultat est celui qui est attendu si les souches parentales ne different que 
pour un seul gene (attention, elles sont haploides : l’une est A et l’autre a) et, qu’en conse- 
quence, le diploide issu du croisement (on ne dit pas FI chez la levure) est heterozygote AJ/a 
pour ce seul gene. 


Dans ces conditions, la meiose, chez ce diploide, pour ce gene, est le siege d’une segregation 
2-2 avec deux types de spores (A) et (a) de frequence Vi - Vi, selon le schema suivant : 
Souches croisees [phenotypes] 

Souches croisees (genotypes) 

Genotype du diploide 
Genotypes des spores 
Frequences des spores 
Phenotypes des spores 


[his - ] x [his + ] 

(i a ) x 

(« + ) 

a + //a 


(a) 

(« + ) 

Yi 

1/2 

[his - ] 

[his + ] 
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5. II serait inexact de dire que la biosynthese de l’histidine, le caractere etudie, ne depend que 
d’un gene dans la mesure ou on a seulement montre que la variation de ce caractere chez les 
deux souches etudiees ne dependait que de la variation d’un seul gene, c’est-a-dire un seul 
des genes impliques dans la biosynthese de l’histidine; car il est evident que cette biosyn- 
these, ce caractere, depend de plusieurs genes. 

Question 2. 

1. Le milieu est Mo + ura (justifications, voir question 1) 

2. Le milieu est Mo + ura (justifications, voir question 1). 

3. Le milieu est Mo (justifications, voir question 1). 

4. Si les deux souches differaient pour un seul gene, un seul des genes impliques dans la 
biosynthese de l’uracile, la segregation 2-2 chez le diploide conduirait a 50 % de spores 
[ura + ] et 50 % de spores [ura - ], ce qui n’est pas le cas. II n’y a done pas de segregation 2-2 et 
les souches different obligatoirement pour plus d’un gene, done au moins deux. La suite de 
cette question releve du chapitre 4. 

Question 3. 

1 . Le milieu est Mo + met, car la souche ne peut produire de methionine. II ne faut surtout pas 
lui fournir du galactose qu’elle est incapable de consommer, de metaboliser. 

2. Le milieu est Mo + met, car on ne sait pas si le phenotype [met - ] d’auxotrophie pour la 
methionine est recessif ou dominant. 

3. On a fait une replique sur un milieu Mo pour savoir si le diploide est [met + ], et on y a 
obtenu des colonies, et on a fait une autre replique sur milieu Mo(gal) + met, afin de savoir si 
le diploide est [gal + ] et on y a obtenu des colonies. 

NB : on teste chaque phenotype separement car si fun des deux phenotypes mutes etait 
dominant, on aurait aucune colonie sur un milieu de replique Mo(gal). 

4. Sur la boite Mo(gal) on denombre les 37 colonies qui sont [met + ; gal + ] parmi les 136. 

Sur le milieu Mo, on denombre les 70 colonies qui sont [met + ; gal +ou- ], ce qui, par diffe- 
rence permet de denombrer 33 colonies [met + ; gal - ]. 

Sur le milieu Mo(gal) + met, on denombre les 71 colonies qui sont [met +ou- ; gal + ], ce qui, 
par difference, permet de denombrer 34 colonies [met - ; gal + ], 

Les colonies [met - ; gal - ] sont incapables de pousser sur les trois boites de repliques et sont 
au nombre de (136 - 37 - 34 - 33) = 32. 

5. Si on s’interesse au caractere methionine, on denombre 70 colonies [met + ] pour 66 colo- 
nies [met - ] ce qui est conforme a l’hypothese d’une segregation 2-2 chez le diploide pour un 
couple d’ alleles a + et a d’un gene implique dans la biosynthese de la methionine et pour 
lequel les deux souches parentales different. 

De meme, avec 71 colonies [gal + ] et 65 colonies [gal - ], on peut conclure que les deux 
souches different l’une de l’autre pour un seul des genes impliques dans l'utilisation du 
galactose. 

Enfin, on peut affirmer qu’il ne s’agit pas des memes genes puisqu’il y a des phenotypes 
recombines [met + ; gal - ] et [met - ; gal + ] qui n’existeraient pas en cas de mutation pleiotrope, 

Le genotype de A peut etre ecrit ainsi (a; b) et celui de B ainsi ( a + ; b + ). 
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Exercice 2.5 


On trouve sur 1’ile de Man des chats depourvus de queue. 

1. Lorsqu’on croise un chat sans queue avec un chat pourvu d’une queue, 
de 1’ile de Man ou d’ailleurs, on observe que la moitie des chatons sont 
depourvus de queue. Qu’en concluez-vous ? 

2. Lorsqu'on croise entre eux deux chats sans queue, on observe que deux 
tiers des chatons sont depourvus de queue. Qu'en concluez-vous ? 

3. Vous montrerez en quoi la mutation affectant les chats de l’lle de Man 
est pleiotrope et que son effet est dominant ou recessif selon les cas. 


>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Mettre en evidence la pleiotropie. 

- Discuter de la relativite de la dominance et de la recessivite. 

- Mettre en evidence un effet particulier de certaines mutations sur les frequences 
issues d’une segregation. 

Solution 

1. Le phenotype observe sur File de Man est mutant, la question est de savoir si ces chats 
different du reste de leurs congeneres pour un seul gene ou non, mais aussi de savoir si F effet 
de Fallele mute est ou n’est pas dominant (recessif), vis-a-vis de celui de Fallele sauvage. 
Dans la mesure ou le phenotype sans queue n’apparait jamais hors de File de Man on peut 
considerer que pour le ou les gene(s) concerne(s) les chats, hors de cette lie, ne sont jamais 
porteurs de cette (ou de ces) mutation(s). 

Supposons, hypothese minimaliste, que le phenotype mutant ne resulte que de la mutation 
d’un seul gene, notee cr. 

• Si Fallele mute or avait un effet recessif, les chats sans queue seraient aria" et le croise- 
ment avec des chats exterieurs a File de Man, de genotype a + la + donneraient 100 % de 
genotypes ci + lar de phenotypes avec queue, ce qui ne correspond pas aux observations et 
invalide l’hypothese d’un allele mute ayant un effet recessif vis-a-vis de celui de Fallele 
sauvage. 

• Si Fallele mute cr a un effet dominant, les chats sans queue seraient a la ou bien cr/a + et, 
selon les cas, leur croisement avec un chat exterieur a File de Man, donneraient 100 % ou 
seulement 50 % de chats sans queue. 

Seul le deuxieme cas est observe, ce qui amenerait a considerer que tous les chats sans queue 
seraient cried et qu’il n’y aurait pas d’homozygotes arlar sur File de Man. . . 

2. Le croisement de chats sans queue entre eux, sous l’hypothese qu’ils sont cried devrait 
donner (faire un tableau de croisement des gametes) 1/4 de genotypes cr/cr, 1/2 de <r/<7 + 
et 1/4 de erkd, soit 3/4 de phenotypes sans queue et 1/4 de phenotype normal; or on observe 
les proportions 2/3 et 1/3, ce qui conduit a supposer que les homozygotes a /a pourraient 
etre letaux; en effet, dans ce cas les phenotypes residuels sont bien dans ces proportions. 

De plus cette hypothese expliquerait bien que tous les chats sans queue de File de Man sont 
heterozygotes a~la + et que leur croisement avec des chats normaux de File ou exterieurs, de 
genotype a + Ud donne toujours 50 % de chats sans queue. 


L’hypothese que les chats de File de Man soient mutes dans plus d’un gene n’est pas valide 
car elle conduirait a des proportions qui ne sont pas celles observees. 
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3. La mutation or est dite pleio trope car elle a plusieurs effets phenotypiques, le premier 
concernant la morphologie (absence de queue) et le deuxieme, la viabilite. 

Cependant, son effet sur le phenotype morphologique est dominant par rapport a l’effet de 
L allele sauvage ci + tandis que son effet sur la viabilite est recessif par rapport a celui de 
1’ allele sauvage u + puisque seuls les homozygotes trier sont letaux. 

En d’autres termes, I ' effet de F allele iC arrive a compenser F effet de F allele cr pour le 
phenotype de letalite qui est recessif, mais pas pour le phenotype sans queue qui est dominant. 

Cet exemple est une illustration du fait qu’il est parfois absurde de dire d’un allele qu’il est 
« dominant » ou « recessif » ou meme que son effet est dominant ou recessif vis-a-vis de 
Feffet d’un autre allele, puisqu’ici son effet est, par rapport a celui de F allele sauvage, domi- 
nant pour un phenotype (morphologique) mais recessif pour l’autre (viabilite). On doit done 
juger de Feffet d’un allele, par rapport a Feffet d’un autre allele, pour un phenotype donne, 
eventuellement au sein d’un environnement donne ! 


Exercice 2.6 

La souche pure sauvage de reference (SSR) de Drophila melanogaster a 
des yeux rouge brique. On dispose d’une souche pure mutante A aux yeux 
blancs. 

1. Le croisement d’un male A par une femelle SSR donne des descen- 
dants FI de phenotype sauvage; le croisement d’un male SSR par une 
femelle A donne en FI des femelles de phenotype sauvage et des males 
aux yeux blancs. Quelle est 1’ interpretation d’un tel resultat ? 

2 . On croise des femelles FI de chacun des deux croisements reciproques 
precedents par un male A ; on obtient en F2 des resultats statistiquement 
identiques pour les deux croisements (tabl. 2.8). 

a. Quel est le nornbre minimal de genes mutes entre les souches A et SSR ? 

b. Proposez un croisement dont les resultats permettraient de le(s) localiser. 


Tableau 2.8. 



Femelles F2 

Males F2 

Yeux rouge brique 

55 

60 

Yeux blancs 

170 

175 


>• Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Test de la segregation 2/2. 

- Transmission autosomique et/ou liaison au sexe. 

- Anticiper sur la localisation chromosomique, Findependance genetique et l’inde- 
pendance physique (la question 2 .b suppose la maitrise du chap. 3). 
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Solution 

1. Les deux croisements reciproques ne donnent pas les memes resultats et l’un des deux 
donne 100 % de males d’un phenotype parental et 100 % de femelles de l’autre phenotype, 
observation qui n’est compatible qu’avec Fhypothese que les souches A et SSR different 
l’une de 1’ autre par, au moins, un gene localise sur le chromosome X et dont la mutation a un 
effet recessif vis-a-vis de celui de 1’ allele sauvage. 

Si elles ne different que pour un seul gene, les males A et les femelles ont pour genotypes 
respectifs a /Y et or tar. 

Les males art Y croises avec des femelles SSR a + ta + donneront des males a + t Y et des 
femelles arta + tous et toutes de phenotype sauvage. 

Les males a + t Y croises avec des femelles A artar donneront des males a~t Y aux yeux blancs 
et des femelles a kr toutes de phenotype sauvage. 

Cependant, on ne peut dire si la souche A ne differe pas aussi de la SSR pour un autre gene ; 
en effet on pourrait imaginer que la souche A puisse aussi etre mutee pour un deuxieme gene, 
autosomique et conferant lui aussi, independamment du premier, le phenotype [ceil blanc] ; 
dans ce cas, la souche A serait b lb (notation de F allele mute pour cet autre gene) et les FI 
seraient tous et toutes b + /b~. 

Pour le savoir, l’analyse genetique doit etre poursuivie afin de voir s’il y a bien segregation 
allelique 2/2 a la meiose chez les femelles FI (les seules a avoir deux chromosomes X). 

2. a Le croisement realise ici est un test cross. On observe une segregation de 3/4 de pheno- 
types blanc et 1/4 de phenotypes rouge brique, ce qui est incompatible avec Fhypothese 
d’une segregation 2/2 chez la femelle et implique que les deux souches parentales different 
pour plus d’un gene. 

En effet, si les souches, comme on Fa suppose plus haut, ne differaient que pour un seul 
gene, les femelles FI seraient heterozygotes a + ta~ pour ce seul gene; on aurait alors une 
segregation 2/2 a la meiose chez la femelle FI pour ce couple d’ alleles a + /a~, et le tableau de 
croisement des gametes donnerait, pour les « filles » 1/2 d’heterozygotes aAtar et 1/2 d’homo- 
zygotes artar, et pour les « fils », 1/2 de a + t Y et 1/2 de a~l Y, soit 1/2 de phenotypes rouge 
brique et 1/2 de phenotypes blanc, quel que soit le sexe des individus F2, ce qui n’est pas 
le cas. 

2.b Les observations sont compatibles avec Fhypothese minimaliste de deux genes indepen- 
dants, avec au moins Fun des deux sur le X; pour savoir si l’autre est aussi sur le X, on peut 
etudier les croisements FI x FI car, dans ce cas, l’absence de crossing-over chez le male 
aboutit a la formation de deux types de gametes, alors qu’il y a quatre types de gametes 
males si le deuxieme gene est autosomique, physiquement independant du premier (localise 
sur le X). 

Dans les deux cas, le test cross male FI de phenotype sauvage x femelle parentale yeux 
blancs donnera des resultats tres differents (faire les tableaux de gametes) ; dans le premier 
cas (les deux genes independants mais sur le X), toutes les femelles F2 seront sauvages; dans 
le deuxieme cas (un gene sur le X, F autre autosomique), 5/8 des femelles seront sauvages 
et 3/8 auront les yeux blancs. 

Exercice 2.7 

La mucoviscidose est une maladie genetique resultant de 1’ absence ou du 
dysfonctionnement d’un canal chlorure, ce qui entraine un deficit de flui- 
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dite des secretions, notamment celles des epitheliums pulmonaire et 
pancreatique. La stagnation des secretions provoque des lesions irreversi- 
bles de ces deux tissus. Aucune therapie n’etant possible pour l’instant 
dans l’atteinte pulmonaire (l’atteinte pancreatique etant compensee par 
une substitution artificielle associee a la prise alimentaire), la fonction 
pulmonaire decroit irreversiblement jusqu’a mettie en jeu la fonction 
cardiaque et la vie de l’individu. 

La mucoviscidose est done une maladie letale; elle est recessive car les 
enfants atteints sont porteurs de deux exemplaires mutes, non fonctionnels, 
du gene codant pour le canal chlorure, alors que leurs parents, porteurs 
sains, sont heterozygotes, avec un exemplaire mute du gene, celui qui a ete 
transmis a l’enfant atteint, et un exemplaire non mute et fonctionnel dont 
l’expression compense totalement l’absence d’expression de l’allele mute. 

1. Quelles sont les genotypes des membres d’un « couple a risque », sachant 
que la mucoviscidose est letale avant l’age fecond ? 

2 . Quelles sont les probabilites, ou les frequences des enfants atteints ou 
non atteints chez ces couples a risque ? Ces frequences sont-elles bien la 
consequence de la segregation 2/2 ? 

3. On dispose d’un echantillon de 140 families de deux enfants ayant au 
rnoins un enfant atteint de mucoviscidose, parmi lesquelles 21 ont leurs 
deux enfants atteints. Calculez la frequence des enfants atteints ou non 
atteints dans cet echantillon. 

4. Comparez la frequence des enfants atteints calculee a la question 2 et 
celle observee a la question 3 et dites pourquoi les frequences observees a 
la question 3 sont bien les frequences attendues sous l’hypothese d’une 
segregation 2/2, alors que les frequences de la question 2 ne sont precise- 
rnent pas celles qu’on peut attendre, dans le cadre des observations 
realisees ? Justifiez votre reponse par un test statistique. 

5. Quelles seraient les frequences des enfants atteints dans un echantillon 
de families de trois enfants, avec au moins un enfant atteint de muco- 
viscidose ? 

6. Voyez-vous un moyen de tester la segregation 2/2 pour la mucovisci- 
dose, ou pour toute autre maladie recessive letale dans l’enfance, quand 
vous disposez d’un ensemble de families de tailles variables ? 

>• Niveau Licence-Master (L3, M1)/Definition des objectifs. 

- Test de la segregation 2/2 chez rhomme, mise en evidence d’un trait « mono- 
factoriel ». 

- Mise en evidence et prise en compte du biais de detection. 

- Mise en evidence du biais de recensement, sans prise en compte. 
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Solution 

1 . Les seuls couples possibles sont des couples de porteurs sains, heterozygotes avec un exem- 
plaire fonctionnel, note A, et un exemplaire mute non fonctionnel, note a. 

La maladie etant letale avant l’age fecond, les deux autres couples a risque Alla x alia ou 
alia X alia n’ existent pas dans la population. 

2. La probability d’ avoir un enfant atteint est egale a 1/4 et celle d’ avoir un enfant sain est 
egale a 3/4, sachant que deux fois sur trois l’enfant est porteur sain. 

Ces frequences sont bien la consequence de la segregation 2/2 puisqu’il s’agit bien d’un 
« croisement » entre deux heterozygotes, comme les croisements FI x FI, et que la meiose 
fournit, du fait de la disjonction des alleles, deux categories de gametes equifrequents, A et a 
(segregation 2/2), qui, en s’unissant au hasard, aboutit a trois categories de genotypes, AHA, 
Alla et alia, dans les proportions 1/4, 1/2 et 1/4, et a deux categories de phenotypes dans les 
proportions 3/4 et 1/4, les genotypes AHA et AH a etant sains. 

3. II y a 140 families de deux enfants, soit 280 enfants. 

On a recense 21 families avec deux enfants atteints et 1 19 families avec un seul enfant atteint, 
soit un total de 161 enfants atteints sur 280 enfants. La frequence des enfants atteints est 
egale a 161/280 = 0,575 (~ 4/7) et la frequence des enfants sains est egale a 0,425 (~ 3/7). 

4. La frequence de 4/7 d’ enfants atteints est totalement et significativement (vu la taille de 
l’echantillon) differente de la frequence 1/4 attendue dans la descendance de couples a 
risque. 

Comment expliquer que cette frequence 1/4, pourtant l’illustration de la segregation 2/2 d’un 
couple d’alleles a la meiose chez un couple d’heterozygote, se trouve « remplacee » par la 
valeur 4/7 chez les couples observes ? 

Parce que le cadre des observations de la question 3 n’est pas celui defini a la question 2, et 
que, dans chacun de ces deux cadres differents, les frequences d’ enfants atteints resultant de 
la segregation 2/2 n’ont pas les memes valeurs. 

Le cadre de la question 2 est un cadre a priori, tel qu’il existe en genetique experimentale ou 
on realise des croisements FI X FI pour en observer les differents types de descendants F2. 
Dans ces conditions, la frequence 1/4 de phenotypes recessifs est bien Fillustration de la 
segregation 2/2. 

Le cadre de la question 3 est tout autre; c’est un cadre a posteriori, tel qu’il existe obligatoi- 
rement en genetique humaine ou on ne peut « pratiquer des croisements » mais ou on recense 
les croisements qui se sont naturellement operes dans la population. 

Or on ne recense que les couples a risque, c’est-a-dire les croisements FI x FI, ou le risque 
s’est manifesto au moins une fois par la production d’un F2 de phenotype recessif, ici un 
enfant atteint. Bien evidemment un biais, appele « biais de detection » survient du fait que ne 
seront jamais detectes et comptabilises les couples a risque n’ayant pas eu d’enfants atteints; 
c’est en ce sens qu’il s’agit d’un cadre a posteriori, car les genotypes des parents ne sont 
identifies, comme a risque, que posterieurement a F identification genetique de l’un au moins 
de leurs enfants. 


Dans ces conditions, on peut montrer facilement comment, du fait du passage d’un cadre 
experimental a priori a un cadre observationnel a posteriori, les proportions 3/4- 1/4 sont 
modifiees en proportions 3/7 -4/7 (tabl. 2.9). 


II y a quatre type de couples a risque avec deux enfants selon qu’aucun, un seul ou les deux 
enfants sont atteints, leurs frequences relatives etant le produit des probability d’avoir leur 
premier et/ou leur deuxieme enfant sain et/ou atteint. 
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Tableau 2.9. 



Couple a risque 
de type 1 

Couple a risque 
de type 2 

Couple a risque 
de type 3 

Couple a risque 
de type 4 

Premier enfant 

Sain 

Sain 

Atteint 

Atteint 

Deuxieme enfant 

Sain 

Atteint 

Sain 

Atteint 

Frequence relative 
de tous les types 
de couples a risque 

3/4 x 3/4 = 9/1 6 

3/4x1/4 = 3/16 

1/4x3/4 = 3/16 

1/4 x 1/4= 1/16 

Frequence a priori 
des enfants atteints sur 
la totalite des couples 

f = (9/16 x 0) + (3/16 x 1/2) + (3/16 x 1/2) + (1/16 x 2/2) = 8/32 
f= 1/4 

Frequence relative 
des types de couples 
a risque recenses 


3/7 

3/7 

1/7 

Frequence a posteriori 
des enfants atteints 
sur les couples recenses 


f= (3/7 x 1/2) + (3/7 x 1/2) + (1/7 x 2/2) 
f= 4/7 


5. Pour des families de trois enfants (tab. 2.10), on aura quatre types de couples en precisant 
que les types de couples avec un enfant ou deux enfants atteints sont des cas triples qui 
peuvent etre obtenus de trois fa£ons mutuellement exclusives, l’enfant atteint (ou non atteint) 
etant le premier ou le deuxieme ou le troisieme, ce qui amene a multiplier par trois la 
probabilite. 


Tableau 2.10. 



Couple 
a risque 
de type 1 : 
trois enfants 
sains 

Couple 
a risque 
de type 2 : 
un enfant 
atteint 

Couple 
a risque 
de type 3 : 
deux enfants 
atteints 

Couple 
a risque 
de type 4 : 
trois enfants 
atteints 

Frequence relative 
de tous les types 
de couples a risque 

3/4 x 3/4 x 3/4 
= 27/64 

[3/4 x 3/4 x 1/4] 
x 3 = 27/64 

[3/4 x 1/4 x 1/4] 
x 3 = 9/64 

1/4 x 1/4 x 1/4 
= 1/64 

Frequence a priori 
des enfants atteints sur 
la totalite des couples 

f= (27/64 x 0) + (27/64 x 1/3) + (9/64 x 2/3) + (1/64 x 3/3) = 48/192 
f= 1/4 

Frequence relative 
des types de couples 
a risque recenses 


27/37 

9/37 

1/37 

Frequence a posteriori 
des enfants atteints 
sur les couples recenses 


f= (27/37 x 1/3) + (9/37 x 2/3) + (1/37 x 3/3) 
7=48/111 
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La proportion d’enfants atteints n’est pas la meme que dans les families recensees de deux 
enfants, parce que la frequence du type de couple a risque non recense (pas d’enfant atteint) 
depend du nombre d’enfants et est egale a (1 - p) s , ou p est la probability d’avoir un enfant 
atteint, c’est-a-dire 1/4 et ,y est le nombre d’enfants de la famille. 

6. Si on dispose d’un echantillon de families de tailles variables, il faut definir la valeur 
attendue de la frequence des enfants atteints pour chaque taille de famille, puis en faire le 
produit avec le poids relatif de chaque taille de famille dans l’echantillon, afin d’estimer la 
frequence attendue dans l’echantillon et de la confronter par un test statistique a la frequence 
observee. 

On designe par p, le « parametre de segregation », soit la probability a priori d’avoir un 
enfant atteint chez les couples a risque (p = 1/4 quand il s’agit d’un phenotype recessif 
produit par un couple d’heterozygote pour un gene donnant une segregation 2/2 de leurs 
alleles a la meiose). 

On designe maintenant par pic/s) la frequence des enfants atteints, corrigee (c) du biais de 
detection, chez des couples a risque ayant s enfants. Cette frequence est egale a p, corrigee 
par le terme [1 - (1 - p)'], comme cela ressort des calculs faits precedemment. 

De sorte que : p(c/s) = p/[ 1 - (1 - p) s ]. 

Si on prend p — 1/4, la valeur de la probability d’avoir un enfant atteint chez un couple a 
risque pour une maladie recessive, on obtient bien, avec cette formule, la frequence des 
enfants atteints dans des families de s enfants, soit : 

• Pour 5 = 2 p(c/2) = (l/4)/[l - (3/4) 2 ] = 4/7. 

• Pour 5 = 3 p(c/3) - (l/4)/[l - (3/4) 3 ] = 48/111. 

Dans un echantillon ou les families ayant s enfants represented un effectifs de n s , sur un total 
de N families, on aura la frequence corrigee totale : 

P(c) = (n s /N)-p(cls) 

La valeur de p(c) depend de celle de p. 

S’il y segregation 2/2 (trait ou maladie monogenique), alors p = 1/4 et pic) doit avoir une 
valeur bien particuliere qu’il faut confronter a la valeur effectivement observee, par un test 
statistique adequat. 

Mais c’est encore un peu simple, car on a suppose ici que les couples a risque avec deux ou 
plusieurs enfants atteints avaient autant de chances d’etre recenses que ceux a risque avec un 
seul enfant atteint, ce qui est evidemment contestable, S’il existe un « biais de recensement » 
venant du fait que les differentes families detectables n’ont pas la meme probability d’etre 
recensees, il faut en tenir compte. 

Remarque. Parce qu’elle n’est pas et ne peut etre experimentale, la genetique 
humaine est toujours plus complexe. Elle doit notamment contourner les obstacles 
dus a 1’ impossibility d’obtenir des souches pures et d’organiser des croisements, par 
des modelisations probabilistes et statistiques parfois tres complexes, prenant en 
compte tous les biais de detection et de recensement possibles. Elle doit aussi prendre 
en compte P heterogeneity genetique et les incertitudes venant du fait qu’un meme 
phenotype peut correspondre a plusieurs genotypes possibles dans une population 
naturelle, alors que ce n’est pas le cas, sauf exceptions eventuellement detectables, 
dans un protocole de croisements experimentaux partant de souches pures. 


En consequence, la genetique humaine n’est absolument pas le bon domaine pour apprendre 
les rudiments de la genetique. Son enseignement, dans le secondaire et meme dans le supe- 
rieur, est confronte soit a des difficultes pedagogiques insurmontables soit a l'enonce de 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

42 Concepts de base et exercices corriges 


propositions et d’exercices errones qui traduisent, de la part de leurs auteurs, une simplifica- 
tion abusive et falsificatrice. 

La specificite et les difficultes de la genetique humaine illustree a travers les biais de detec- 
tion et de recensement permet de renvoyer legitimement cet enseignement specialise et 
quasiment professionnel en maitrise, voire en troisieme cycle. 

Exercice 2.8 

Chez le poisson du genre Aplocheilus, le sexe a un determinisme hetero- 
chromosomique du type male X/Y et femelle X/X. On y a isole quatre 
souches pures de couleur brune, bleue, rouge et blanche, et on peut 
admettre que les phenotypes bruns et blancs resultent, respectivement, de 
la presence ou de 1’ absence simultanee des pigments rouges et bleus. 

Pour etudier le determinisme genetique de la pigmentation, on realise 
plusieurs croisements. 

1. Croisements entre souches pures rouges et blanches. 

• Croisement 1 : femelle blanche x male rouge. 

-FI entierement rouge ; 

- F2 issue du croisement FI x FI, constitute de 41 femelles rouges, 
43 femelles blanches et 77 males rouges. 

• Croisement 2 : backcross femelle blanche x male FI rouge du croisement 
precedent. 

Descendance constitute de 197 femelles blanches et 201 males rouges. 

• Croisement 3 : femelle rouge x male blanc. 

-FI entierement rouge ; 

- F2 issue du croisement FI x FI, constitute de 87 femelles rouges, 
42 males blancs et 38 males rouges. 

Quelle hypothese peut-on faire sur le dtterminisme gtnttique de ces 
phtnotypes, en accord avec les rtsultats observts (qualitatifs et quantita- 
tifs) ? Justifiez votre interpretation en tcrivant les gtnotypes et les phtno- 
types associts ainsi que les gametes impliquts. 

NB : cette question ttant assez difficile, vous pouvez, en cas d’tchec, 
trouver en tete du corrigt une strie de questions prtcises dont les rtponses 
doivent vous mettre sur la voie. 

2. Cette question suppose acquises les notions abordtes au chapitre 3 sur la 
recombinaison gtnttique. 

On ttudie le croisement femelle race blanche x male race brune, la FI est 
entierement brune, la F2 issue du croisement FI x FI est rtpartie en quatre 
phtnotypes : 

[brun] : 77 femelles et 147 males; [bleu] : 55 femelles; 

[rouge] : 20 femelles et 47 males; [blanc] : 25 femelles. 
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Quelle hypothese peut-on faire sur le determinisme genetique des quatre 
phenotypes de pigmentation, en accord avec les resultats observes (quali- 
tatifs et quantitatifs) ? Justifiez votre interpretation en ecrivant les geno- 
types et les phenotypes associes ainsi que les tableaux de croisement des 
gametes permettant de rendre compte des frequences attendues. 

>- Niveau Licence-Master (L3, M1)/Definition des objectifs. 

Mise en evidence et specificite de la pseudoautosomie. 

Pour ceux qui ont besoin d’un coup de pouce, repondez successivement aux questions 
suivantes : 

a. Que devrait permettre de conclure l’homogeneite de la FI dans les deux croisements 
reciproques ? 

b. Si Ton fait abstraction du sexe dans l’analyse des deux F2 des croisements 1 et 2, quelles 
sont les frequences des phenotypes rouges et blancs ? que devrait-on en conclure ? 

c. Comment concilier les conclusions des deux points precedents avec l’observation des F2, 
lorsqu’on distingue les sexes ? 

A partir du moment ou un gene ne peut etre sur tel ou tel chromosome ou partie de chromo- 
some, il ne reste plus beaucoup de solutions possibles... 


Solution 

1. On peut supposer, compte tenu de l’enonce, que les deux souches rouge et blanche sont 
mutees pour le (ou les) meme(s) gene(s) de la chaine de synthese du pigment bleu, de sorte 
qu’on etudie ici un (ou plusieurs) gene(s) de la chaine du pigment rouge. 

Les deux croisements reciproques donnant une FI homogene [rouge], on doit conclure que le 
phenotype blanc est recessif et qu’aucun gene implique dans le phenotype blanc n’est loca- 
lise sur le chromosome X ; en effet, dans un tel cas, le croisement 1 , pour ce gene indepen- 
damment des autres, s’ecrirait : 

femelle bllb x male b + /Y 


qui donnerait en FI des males b/Y de couleur blanche, ce qui n’est pas le cas. 

On devrait done en conclure que le (ou les) gene(s) implique(s) sont autosomiques. Mais 
dans ce cas, on ne devrait pas observer, qu’il y ait un ou plusieurs genes en jeu, de differences 
en fonction du sexe, ni en F2 ni dans la descendance du backcross. II suffit de faire les croi- 
sements sous cette hypothese avec les tableaux de croisement des gametes pour s’en 
convaincre. 


Par ailleurs, si 1’on ne tient pas compte du sexe, les frequences de 3/4 [rouge] et 1/4 [blanc] 
en F2, ou de 1/2 [rouge] et 1/2 [blanc] en backcross montrent que la meiose met en jeu un 
seul couple d’allele (segregation 2/2) et que les souches rouge et blanche ne different l’une 
de l’autre que pour un seul gene de la chaine du pigment rouge. 


Comme ce gene ne peut etre ni sur un autosome, hypothese contradictoire avec les observa- 
tions en F2 ou en backcross, ni sur le X, hypothese contradictoire avec les observations 
en FI, il ne reste qu’une solution, a laquelle on est rarement confronts et qui aurait du faire 
l’objet d’une « reserve » dans F interpretation de la FI homogene. Le gene est sur la partie 
commune, homologue au X et au Y; on a ici l’exemple d’une heredite pseudoautosomique 
qui n’est pas mise en evidence en FI mais en F2. 
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Ecrivons maintenant, sous cette hypothese, les croisements et leurs descendances ; verifions 
que les frequences observees valident les frequences attendues (l’ecriture Y-b signifiant que 
1’ allele b est sur le Y, dans sa partie homologue avec le X). 


• Croisement 1 

femelle [blanc] x 

male [rouge] 



- genotypes parentaux 

bl/b 

b + /Y-b + 



- genotypes des FI 

b//b + 

b/Y-b + 



- phenotypes des FI 

[rouge] 

[rouge] 



- genotypes des F2 

bUb 

bllb + 

b/Y-b + 

b + /Y-b + 

- phenotypes des F2 

[blanc] 

[rouge] 

[rouge] 

[rouge] 

En effet, le chromosome Y apportant systematiquement l’allele /; + , donne systematiquement 
le phenotype rouge aux males. 

Les femelles sont attendues pour moitie blanches et pour moitie rouges, ce qui est observe. 

• Croisement 2 

femelle [blanc] x 

male FI [rouge] 


- genotypes parentaux 

bl/b 

b/Y-b + 



- genotypes des descendants 

bl/b 

bl/b 

b/Y-b + 

b/Y-b + 

- phenotypes des FI 

[blanc] 

[blanc] 

[rouge] 

[rouge] 

En effet, le chromosome Y apportant systematiquement L allele /;+, donne systematiquement 
le phenotype rouge aux seuls males, tous les chromosomes X etant porteurs de l’allele b. 

Toutes les femelles sont attendues blanches et les males rouges, ce qui est observe. 

• Croisement 3 

femelle [rouge] x 

male [blanc] 



- genotypes parentaux 

b + //b + 

b/Y-b 



- genotypes des FI 

b//b + 

b + /Y-b 



- phenotypes des FI 

[rouge] 

[rouge] 



- genotypes des F2 

bllb + 

b + //b + 

b/Y-b 

b + /Y-b 

- phenotypes des F2 

[rouge] 

[rouge] 

[blanc] 

[rouge] 


En effet, le chromosome Y apporte cette fois-ci systematiquement 1’ allele /;, tandis que le 
chromosome X paternel, celui qui est transmis systematiquement a leurs filles, apporte b + . 
On attend des femelles rouges et des males pour moitie blanc et pour moitie rouge, ce qui est 
observe. 

2 . La question qui se pose est de savoir de combien de genes la race blanche differe de la race 
brune. Sachant que la souche blanche est mutee dans un seul des genes de la chaine du 
pigment rouge, n’est-elle mutee que dans un seul des genes de la chaine de synthese du 
pigment bleu ? 

Et ou ce (ces) gene(s) est (sont) localises ? 

L’ observation d’une FI homogene de phenotype bran exclue toute localisation sur la partie 
du X non homologue a Y. En effet dans une telle hypothese, en notant a + et a les alleles 
impliques dans la pigmentation bleue, le croisement s’ecrirait : 

femelle (a-blla-b) x male (a + -b + //Y-b + ) 

ce qui donnerait en FI des femelles (a-blla + -b + ) de phenotype brun mais des males FI (a-b/l 
Y-b + ) de phenotype rouge du fait de l’hemyzygotie pour L allele mute a. 

Comme les males FI sont bruns, cela exclue toute localisation sur le X et le (ou les) gene(s) 
implique(s) dans la pigmentation bleue est (sont) autosomique(s). 
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Dans l’hypothese minimaliste d’un seul gene, outre le couple d’alleles b + /b pseudo-autoso- 
mique, le tableau des gametes (tabl. 2.11) permet de prevoir des frequences correspondant a 
celles qui sont observees. 

On remarquera que ces frequences foment, si on ne distingue plus le sexe des individus, les 
proportions 9-3-3-1 attendues pour deux couples d’alleles autosomiques independants, 
comme on avait egalement 3/4- 1/4 pour chacun des phenotypes dans la question precedente. 
Le croisement s’ecrit : femelle blanche X male brun 

genotypes parentaux : (alia ; b/lb) (a + //a + ; b + /Y-b + ) 

genotypes FI : (a//a + ; b//b + ) (a//a + ; bllY-b + ) 


phenotypes attendus : [brun] [brun] 

On peut alors ecrire le tableau de croisement des gametes, et definir les phenotypes attendus 
en fonction des genotypes, puis leurs frequences respectives. 


Tableau 2.11 Avec taux de recombinaison entre les deux genes, 

EGAL A 1/2 EN CAS D'lNDEPENDANCE PHYSIQUE. 



(a, b) 

(a + , b) 

(a, Y -b + ) 

(a + , Y-b) 

Gametes femelles 

Frequences 

1/4 

1/4 

1/4 

1/4 

(a, b ) 

1/4 

[blanc] 

[bleu] 

[rouge] 

[brun] 

(a, b+) 

1/4 

[rouge] 

[brun] 

[rouge] 

[brun] 

(a+, b) 

1/4 

[bleu] 

[bleu] 

[brun] 

[brun] 

(a+, b+) 

1/4 

[brun] 

[brun] 

[brun] 

[brun] 


Bilan : au sein de chaque sexe. 

Femelles : [blanc] : 1/8 Males : [blanc] : 0 

[rouge] : 1/8 [rouge] : 1/4 

[bleu] : 3/8 [bleu] : 0 

[brun] : 3/8 [brun] : 3/4 

II est clair qu’on n’attend ni n’observe de males bleus ou blancs. 
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Chapitre 3 


La recombinaison genetique, 
I'independance 
et la liaison genetique 


3.1 INTRODUCTION 

La demarche analytique de Mendel, reprise dans le cadre de la theorie chromoso- 
mique de l’heredite, conduit a cone lure qu’un couple de phenotypes differencial 
deux souches pures est sous la dependance d’un couple d’alleles, e’est-a-dire d’un 
seul gene, si 1’ analyse de la meiose chez un heterozygote issu du croisement de ces 
deux souches pures presente une segregation 2/2, e’est-a-dire deux gametes d’un 
type parental et deux gametes de 1’ autre type parental (chap. 2). 

De ce fait, 1’ absence de segregation 2/2 conduit a la conclusion contraire que les 
deux souches pures etudiees different pour plus d’un seul gene. Le cas le plus simple 
est celui de deux genes conduisant, chez le double heterozygote issu du croisement 
entre les deux souches pures, a une meiose impliquant deux couples d’alleles. Dans 
ce cas, la meiose peut produire quatre types de gametes, deux sont dits parentaux, les 
deux autres sont recombines. Les gametes recombines resultent d’un processus de 
recombinaison genetique. 

Cependant ces deux couples d’alleles, ces deux genes peuvent etre physiquement 
independants (localises sur des chromosomes differents), ou bien physiquement lies 
(localises sur un rneme chromosome). II est alors tres important de comprendre que 
le mecanisme de la recombinaison genetique produisant les gametes recombines 
n’est pas du tout le meme quand les deux genes sont physiquement independants ou 
physiquement lies. Dans le premier cas, la recombinaison genetique est le produit du 
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« brassage interchromosomique » resultant de la disposition aleatoire des paires de 
chromatides appariees a la metaphase de la rneiose I; dans le deuxieme cas, la 
recombinaison genetique resulte des « crossing-over » survenant entre chromatides 
non soeurs, lors de la prophase de la rneiose I, entre les locus des deux genes. 

3.2 LA RECOMBINAISON GENETIQUE PAR BRASSAGE 
CHROMOSOMIQUE 

Si on considere deux genes physiquement independants (le couple d’ alleles A et a 
etant localises sur un chromosome different de celui portant le couple d’ alleles B, b), 
le croisement de deux souches pures {AHA, BIIB) et {alia, bllb) donne un double 
heterozygote (Alla Bllb). 

La rneiose, chez ce double heterozygote, conduira a deux dispositions metaphasi- 
ques possibles et equifrequentes (fig. 3.1). 

• Dans une premiere rnoitie des meioses, les centromeres unissant les deux paires de 
chromatides originates d’un rneme parent sont d’un rneme cote de l’equateur 
(fig. 3.1, gauche), si bien que la segregation allelique separe A et B, d’une part, de a 
et b, d’ autre part. Cette rneiose conduit alors a quatre gametes parentaux (identiques 
a ceux des parents du double heterozygote etudie). 

• Dans une seconde rnoitie des meioses, les centromeres unissant les deux paires de 
chromatides originates d’un rneme parent sont de part et d’ autre de l’equateur 
(fig. 3.1, droite), si bien que la segregation allelique separe A et b, d’une part, de a 
et B, d’ autre part. Cette rneiose conduit alors a quatre gametes recombines par 
rapport au gametes parentaux. 

Au total, comme les deux dispositions sont equifrequentes, on peut conclure que 
la rneiose, pour deux couples d’ alleles physiquement independants, conduit statisti- 
quement a 50 % de gametes parentaux et 50 % de gametes recombines (chaque 
rneiose individuelle ne suivant qu’un seul des scenarios possibles). On dit que les 
locus de deux genes sont genetiquement independants si la segregation de deux 
couples d’ alleles de ces genes donnent des gametes parentaux et recombines equi- 
frequents. L’independance physique de deux genes conduit done a leur indepen- 
dance genetique. 

Remarque. La figure 3.1 est en fait simplifiee au point de masquer la realite 
des evenements survenant a la rneiose. En effet, elle oublie l’eventualite de 
crossing-over pouvant survenir entre le locus d’un gene et le centromere du 
chromosome, cas qui sera detaille dans 1’ analyse de tetrades (chap. 4). 

Dans l’eventualite d’un tel crossing-over, la rneiose pourra produire a la fois 
deux gametes parentaux et deux gametes recombines. Mais au bout du 
compte, avec ou sans crossing-over, les frequences des gametes parentaux et 
recombines, issus d’un grand nornbre de meioses, sont toujours egales entre 
elles, c’est-a-dire egales a 1/2. 
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Souche pure AHA, BIIB 
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Figure 3.1 Meiose pour deux couples d'alleles physiquement independants. 
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3.3 LA RECOMBINAISON GENETIQUE PAR CROSSING-OVER 
ETSES CONSEQUENCES 


Si on considere deux genes physiquement lies (le couple d’ alleles A et a etant 
localises sur le meme chromosome que le couple d’ alleles 5, b), le croisement 
de deux souches pures (AB//A B) et ( abllab ) donne un double heterozygote 
(. ABIlab ). 

La meiose, chez ce double heterozygote, conduira a deux dispositions metaphasi- 
ques possibles mais pas forcement equifrequentes (fig. 3.2), selon que sera survenu 
ou non un echange entre chromatides homologues (non sceurs) entre les locus de ces 
deux genes. 

Cet echange resulte d’un mecanisme moleculaire de cassure, d’echange et de 
soudure des molecules d’ADN contenues dans ces chromatides, mecanisme appele 

crossing-over. 

• Dans la fraction (1 -/) des meioses, oil aucun crossing-over n’est survenu entre 
les locus des deux genes (fig. 3.2, gauche), les centromeres unissent des chromatides 
parentales et leur segregation, a la meiose I, conduira a quatre gametes de type 
parental, deux (A, B) et deux ( a , b). 

• Dans la fraction /des meioses oil un crossing-over est survenu entre les locus des 
deux genes, chacun des deux centromeres unit deux chromatides dont l’une est 
parentale et 1’ autre recombinee. La segregation des centromeres, a la meiose I, 
conduira (fig. 3.2, droite) a deux gametes de type parental, (A, B) et ( a , b), et deux 
gametes de types recombines (A, b) et ( a , B). 


Remarque 1. La survenue d’un crossing-over entre les deux locus de deux 
genes est un evenement d’autant plus rare que les locus sont proches et 
d’autant plus frequents que les locus sont eloignes. 

De ce fait les deux types de meioses, sans ou avec un crossing-over, auront 
des frequences respectives (1 -/) et/dependant de la distance entre les locus 
des genes etudies. 


Remarque 2. Tant que la distance est faible, on peut considerer que seuls 
surviennent les deux types de meioses decrites par la figure 3.2, avec un seul 
crossing-over possible entre deux chromatides non-sceur, evenement de 
probability /, comprise entre 0 et 1. 

Mais des que la distance est suffisamment grande, de nombreux autres 
schemas de meioses sont possibles, avec plusieurs crossing-over, soit entre les 
deux memes chromatides soit entre plus de deux chromatides ; ces cas seront 
explicites dans 1’ analyse de tetrades (chap. 4). 
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Quoi qu'il en soit. on peut simplifier la complexity des situations en les resumant 
en deux grands cas : 

- soit la distance est assez faible, de sorte qu’un certain nombre de meioses se 
deroule sans crossing-over entre les locus des deux genes ; dans ce cas la probabi- 
lity (1 -/) est non nulle. 

La consequence genetique de cette situation (sur un grand nombre de meioses) est 
que la frequence des gametes recombines est inferieure a celle des gametes paren- 
taux, puisqu'une fraction (1 -/) non nulle des meioses se deroule sans crossing- 
over et conduit a des gametes exclusivement parentaux, alors que les meioses avec 
un ou plusieurs crossing-over donnent, en moyenne, autant de gametes parentaux 
que de recombines (chap. 4). 

Pour deux genes, on definit la liaison genetique par le fait que la frequence des 
gametes recombines est inferieure a la frequence des gametes parentaux. 

- soit la distance est suffisamment elevee, de sorte qu’il y a toujours au moins un 
crossing-over; dans ce cas, la probability (1 -/) qu’il n’y ait aucun crossing-over 
est nulle. 

La consequence genetique de cette situation est que la frequence des gametes 
recombines (sur un grand nombre de meioses) est statistiquement egale a celle des 
gametes parentaux, puisque la fraction (1 -/) des meioses sans crossing-over, 
conduisant a des gametes exclusivement parentaux, est nude. 

On a defini I’independance genetique de deux genes (voir plus haut) comme 
l’egalite des frequences, a Tissue de la meiose, des gametes parentaux et des gametes 
recombines. 

Lorsque deux genes sont physiquement lies mais suffisamment distants pour qu’il 
y ait toujours au moins un crossing-over entre leurs locus, ils apparaissent comme 
genetiquement independants, resultat equivalent a celui de la segregation de deux 
genes physiquement independants. 

Aussi T observation experimental que deux genes sont genetiquement indepen- 
dants conduit a deux interpretations cartographiques mutuellement exclusives, 
soit les deux genes sont genetiquement independants parce qu’ils le sont physi- 
quement, soit ils sont genetiquement independants parce qu’ils sont physique- 
ment lies mais a une distance telle que la segregation de leurs alleles respectifs est 
independante. 


Au contraire, l’observation experimental d’une liaison genetique conduit a une 
conclusion unique : les deux genes sont physiquement lies a une distance telle 
qu’une fraction des meioses se deroule sans qu’ aucun crossing-over ne survienne 
entre leurs locus respectifs. 
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Figure 3.2 Meioses pour deux genes physiquement lies, a une distance telle 
qu'un crossing-over, au plus, peut survenir entre deux chromatides non-sceurs. 
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3.4 MESURE DE LA DISTANCE GENETIQUE 
ET CARTOGRAPHIE DES GENES 


L’ observation experimentale d’une liaison genetique entre deux genes conduit a la 
conclusion qu’ils sont physiquement lies, a une distance telle qu’une fraction des 
meioses se deroule sans qu’aucun crossing-over ne survienne entre leurs locus 
respectifs. 

Comme la frequence des crossing-over, ou des gametes recombines qui en sont la 
consequence, est une fonction de la distance entre les locus, on peut imaginer 
d’estimer la distance genetique entre locus comme une fonction de la frequence des 
gametes recombines. 


3.4.1 Distances en unites de recombinaison 

Dans un premier temps, on peut definir la distance genetique en unites de recombi- 
naison. Si deux genes A et B sont distants de maniere telle qu’a la meiose, chez un 
double heterozygote pour ces deux genes, on obtient 20 % de gametes recombines et 
80 % de gametes parentaux, on conclura que leur distance est egale a 20 unites de 
recombinaison (frequence des gametes recombines multipliee par 100). Si les genes A 
et C sont distants de 5 unites de recombinaison (5 % de gametes recombines a la 
meiose), on peut en deduire que B et C sont egalement lies entre eux, puisque tous 
deux sont lies a A. 

Cartographier les trois genes A, B et C consiste a definir leurs positions respec- 
tives, voire, quand c’est possible, leurs distances respectives. Sans information autre 
que la liaison physique de trois genes, il y a trois cartographies possibles, selon que 
le gene A, B ou C est central, localise entre les deux autres. 

Dans notre exemple une des trois cartographies est exclue, B ne peut etre localise 
entre A et C puisque la distance D AC (5 ur) est tres inferieure a D AB (20 ur). II reste 
deux cartographies (fig. 3.3). 
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Figure 3.3 Les valeurs des taux de recombinaison, des distances entre genes, 
sont compatibles avec deux cartographies; B ne pouvant etre central. 
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La mesure de la distance entre B ct C devrait nous permettre de choisir la 
« bonne » cartographic, puisque, selon les cas, on s’ attend a observer respectivement 
15 ou 25 unites de recombinaison. 

Helas, 1’ experience montre que les distances exprimees en unites de recombinai- 
sons ne sont pas additives et qu’il n’est pas toujours evident de construire des cartes. 

En effet, quand la distance physique est vraiment petite, il ne peut effectivement y 
avoir au plus qu’un seul crossing-over; dans ce cas la frequence de gametes recom- 
bines est convenablement estimee (a condition que des effectifs observes de grande 
taille limitent la variance d’echantillonnage). En revanche, quand la distance 
physique est telle que deux crossing-over peuvent affecter la meme paire de chroma- 
tides, les distances sont sous-estimees. 

Ainsi, certains doubles crossing-over reconstitueront des combinaisons parentales 
pour les deux genes consideres qui « paraitront » ainsi plus proches qu’ils ne 
« paraitraient » si un seul crossing-over ne pouvait survenir entre eux (voir aussi 
chap. 4). 

Supposons que 1’ analyse genetique ait conduit a mesurer une distance D BC entre 
les genes B et C, egale a 18 ur, elle ne correspond ni aux 15, ni aux 25 ur attendues 
selon les deux cartes possibles (figure 3.3). 

La deuxieme carte est incompatible avec les resultats car D BC , meme etant sous- 
estimee, ne peut etre inferieure a D AB deja egale a 20 ur; en revanche, la premiere 
carte est compatible avec ce resultat, si on considere que la distance observee 
D ab (20 ur) est sous-estimee et mieux estimee par la somme D AC + D BC (23 ur). 

En raison du biais de sous-estimation des grandes distances on preferera estimer 
la distance de deux genes eloignes par une somme de distances entre genes interme- 
diaires que par une seule estimation directe. 

3.4.2 Distance genetique en centi-Morgan ou distance de Haldane 

Pour pallier a la non-additivite des distances en unites de recombinaison, le geneti- 
cien britannique J.B.S. Haldane introduisit, dans les annees 1930, une distance gene- 
tique additive, exprimee en centi-Morgan (cM). II convient de remarquer 
l’utilisation abusive du cM, l’unite de distance genetique, qui doit etre reservee a la 
distance de Haldane, les distances calculees directement par la frequence des 
gametes recombinees devant etre exprimees en ur. 

L’etablissement de la distance de Haldane part du schema ci-dessous. 

0 0 0 

0 0 0 

Supposons que les distances entre les locus soient suffisamment faibles pour qu’il 
ne puisse y avoir, au plus, qu’un seul crossing-over entre A et B , d’une part, et entre 
B et C, d’ autre part. L’ analyse genetique de la meiose pour les deux genes A et B 
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donne un taux de recombinaison (frequence de gametes recombines A-b et a-B ) egal 
a R ab . De la meme faqon, on peut mesurer le taux R BC . 

Ces taux de recombinaisons sont des frequences de gametes recombines, ce qui 
revient a dire qu’ils representent aussi la probabilite de former ces gametes recom- 
bines entre les deux locus consideres, A et 6, ou B et C. 

Le diploide triple heterozygote correspondant au schema ci-dessus peut faire deux 
types de gametes parentaux et six types de gametes recombines, selon qu’il y a un ou 
deux crossing-over : 

- gametes AbC et ciBc : s’il y a deux crossing-over, double evenement de probabi- 
lite R ab x R bc si on suppose que la survenue d’un deuxieme crossing-over est 
independante de celle d’un premier; 

- gametes Abe et ciBC : s’il y a un crossing-over entre A et B mais pas de crossing- 
over entre B et C, double evenement de probabilite R AB x (1 - R BC ) ; 

- gametes ABc et abC : s’il y a un crossing-over entre B et C mais pas de crossing- 
over entre A et B , double evenement de probabilite R BC x (1 - R AB ). 

On remarque bien que la probabilite ou la frequence des gametes Ab ou ciB est 
egale a : R AB x R BC + R AB x (1 - R BC ), soit R AB ; que celle des gametes Be et bC est 
bien egale a : R AB x R BC + R BC x (1 - R AB ), soit R BC . 

Mais la probabilite ou la frequence des gametes Ac et aC est egale a : 
Rac = ^ab x (1 _ Rbc) + Rbc x (1 _ Rab) = Rab + Rbc ~ 2R AB R BC , ce qui montre 
bien, comme 1’ observation le confirme, que les taux de recombinaison ne sont pas 
additifs puisque le taux de recombinaison entre deux locus distants (ici R AC ) est infe- 
rieur a la somrne des taux de recombinaison entre ces deux locus et un locus median 
(ici R ab + R bc ) ; d’ou le fait que les distances en taux ou en unites de recombinaison 
sont toujours sous-estimees des lors que des doubles crossing-over sont possibles 
entre les deux locus etudies (ici R AB R BC est non nul). 

Or une distance, qu’elle soit genetique ou pas, est un objet mathematique dont 
l’une des proprietes est l’additivite. 

Est-il alors possible de definir une distance genetique additive, sachant que cette 
distance, sans etre le taux de recombinaison (qui n’est pas additif) est evidemment 
une fonction de ce taux, puisque la distance est d’ autant plus grande que le taux de 
recombinaison l’est lui-meme ? 

Une telle distance s’ecrirait d =/(R), oii/serait une fonction du taux R de recom- 
binaison, telle que la propriete d’additivite, d AC = d AB + d BC , soit verifiee. 

Partant de R AC = R AB + R BC - 2R AB R BC , 

il est facile de montrer que : 1 - 2R AC = 1 - 2R AB - 2R BC + 4R AB R BC , 
soit : [ 1 — 2R ac ] = [ 1 — 2R ab ] x [ 1 — 2R BC ] , 

ce qui devient additif en logarithmes : Log[l - 2R AC ] = Log[l - 2R AB ] 
+ Log[l - 2R bc ], 

La fonction additive /(R) recherchee entre les points X et Y est done du type d XY = 
kLog[l - 2R xy ], ou k est une constante d’ integration qui doit tenir compte des 
conditions particulieres au voisinage de R = 0. On a vu que, lorsque les distances 
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sont tres petites et que les taux de recombinaison sont tics faibles, ces taux sont a peu 
pres additifs, done au voisinage de R = 0, la distance d est egale a R. 

Par ailleurs, au voisinage de zero, la fonction d = kLog[l - 2R] peut s’ecrire 
d = -2kR (rappel : log(l - a) = - a, quand a est proche de zero), d’ou les deux 
egalites, au voisinage de zero : 

d = R et cl = - 2kR 

dont on tire k = - 1/2 

La fonction de distance genetique additive de Haldane s’ecrit done : 

d = — Log[l - 2R]/2 


La distance en c.M. est egale a d multipliee par 100. 

3.5 RECOMBINAISON GENETIQUE, INDEPENDANCE 

OU LIAISON GENETIQUE, CARTOGRAPHIE DES GENES 

3.5.1 Considerations generates 

Lorsque l’etude de la rneiose chez un heterozygote FI issu du croisement de deux 
souches pures conduit a 1’ absence de segregation 2/2, on conclut evidemment que 
ces deux souches different pour plus d’un gene, c’est-a-dire au moins deux genes. 

Cela peut etre evident quand les genes etudies gouvernent des couples de pheno- 
types differents, car il apparait en F2 des phenotypes eux-memes recombines diffe- 
rant des phenotypes parentaux (voir exercices). 

Si les deux genes etudies sont impliques dans un merne phenotype, il n’y aura 
toujours que deux phenotypes parentaux et aucun phenotypes recombines, mais ce 
sont les proportions de ces phenotypes en F2 qui mettront en evidence la recombi- 
naison genetique et 1’ existence de ces deux genes, par des proportions differant de la 
segregation 2/2 et caracteristiques de celles attendues pour deux couples d’ alleles 
independants ou non (voir plus loin, remarque 2, et exercices). 

Si les deux souches parentales etudiees different pour plus d’un gene, il convient 
alors de voir si elles peuvent differer pour deux genes seulement ; en effet, dans un 
tel cas, on doit observer une segregation 2/2 pour chacun des genes (chacun des 
couples de phenotypes) pris isolement. 

L’ analyse genetique consiste alors a reconstruire, a parti r des observations, la 
meiose du diploide FI en specifiant le contenu genetique des differents gametes 
produits et leurs frequences respectives afin de « tester l’independance genetique » 
en repondant a la question : les gametes recombines sont-ils equifrequents aux 
gametes parentaux ou non ? 

• Si la reponse est oui, les deux genes etudies sont genetiquement independants, ce 
qui conduit (sauf dans des cas exceptionnels, voir analyse de tetrades et exercices) a 
la conclusion que les deux genes sont, soit physiquement independants soit physi- 
quement lies, a une distance assez grande pour que la segregation des alleles au 
premier locus soit independante de la segregation des alleles au second. 
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• Si la reponse est non, c’est que la frequence des gametes recombines est inferieure 
a celle des gametes parentaux et qu'il y a liaison genetique. Celle-ci est la conse- 
quence mecanique d’une liaison physique, avec une distance telle entre les locus, 
qu’une fraction (1 -/) des meioses se deroule sans crossing-over conduisant a 
l’exces observe de gametes parentaux. On peut alors estimer une distance genetique 
entre les locus des deux genes. 

En pratique, on fait le test de I’independance genetique en comparant les frequences 
des differents phenotypes parentaux ou recombines observes aux frequences attendues 
de ces mernes phenotypes, sous l’hypothese d’independance genetique. 

Bien evidemment, ces frequences attendues ne sont pas les memes selon que le 
double heterozygote FI, dont on etudie la meiose, est croise avec un autre FI (croi- 
sement FI x FI) ou avec un parent recessif (test cross), pour les deux genes etudies. 

Par ailleurs, il faut tenir compte, dans la reconstruction des phenotypes attendus et 
le calcul de leurs frequences respectives, des relations de dominance et de 
recessivite ; il suffit de rappeler que la segregation 2/2 se traduit par des proportions 
de 3/4 de phenotypes dominants et 1/4 de phenotypes recessifs dans un croisement 
FI x FI et par 1/2 de phenotypes dominants et 1/2 de phenotypes recessifs dans un 
croisement FI x parent recessif (test cross). 

Qu’attend-on concretement dans le cas de deux genes ? 

3.5.2 Test de I'independance genetique a I'issue d'un croisement FI x FI 

Si on croise une souche pure {AHA ; BIIB), de phenotype [A, B], par une souche pure 
(fl//n; bllb), de phenotype [a, b], 1’ heterozygote FI sera de genotype (A/ /a : Bllb) et 
de phenotype [A, B], s’il y a dominance des deux phenotypes parentaux [A] et [B], 

Fa meiose, chez un individu FI peut alors produire quatre types de gametes : deux 
gametes de type parental (A, B) et ( a , b) et deux gametes de type recombine (A, b) et 
(i a , B). Si on note r, la frequence des gametes recombines, chacun des deux types de 
gametes recombines aura une frequence egale a r/2, et chacun des deux types de 
gametes parentaux aura une frequence egale a (1 - r)/2. 


Tableau 3.1 Tableau de croisement des gametes formes a la meiose pour deux couples d'alleles. 
r etant la frequence des gametes recombines; les phenotypes [A] et [B] etant 
supposes dominants. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


A, B (1 - r)/2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)/2 

A, B (1 - r)l 2 

[A B] 

[AB] 

[A B] 

[AB] 

A, b r/2 

[A B] 

[A b] 

[A B] 

[A, b] 

a, B r/2 

[A B] 

[A B] 

[a, B] 

[a, B] 

a, b ( 1 - r)/2 

[A, B] 

[Ab] 

[a, B] 

[a, b] 
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Dans le cas d’un croisement FI x FI, les resultats attendus peuvent etre formules 
dans un tableau de croisement des gametes (tab. 3.1), ou les phenotypes des 
diploides resultant de l’union des gametes dependront des relations de dominance et 
de recessivite existant pour chacun des couples d’ alleles. 

Les frequences attendues des quatre types de phenotypes resultant des unions des 
quatre types de gametes sont egales a : 

/[A, B] = (3 - 2r + r 2 )/4;/[A, b] =/[ a, B] = r( 2 - r)/4 ;/[a, b] = (1 - r) 2 /4 

Si les deux genes sont genetiquement independants, r = 1/2, ce qui correspond 
aussi a (1 — r) = 1/2, equifrequence des gametes recombines et parentaux. On 
re trou vc alors les proportions 9/16-3/16-3/16-1/16, encore notees 9-3-3-1, deja 
observees par Mendel (chap. 1). 

S’il y a liaison genetique, alors r est inferieur a 1/2, et la proportion des pheno- 
types parentaux [a, b] doit etre significativement superieure a 1/16, ce qui doit even- 
tuellement etre justifie par un test statistique. Cette frequence tend vers 1/4 a rnesure 
que la distance diminue. 

Remarque 1. La distance est facile a es t lmer par l’estimation de : 

r= l-2Vf[a, b] 

Remarque 2. Si les deux genes sont impliques dans un meme phenotype 
mutant, le tableau de croisement des gametes (tabl. 3.2) ne laissera apparaitre 
que les deux seuls phenotypes parentaux sauvage [+] ou mutant [-]. 

Tableau 3.2 Tableau de croisement des gametes, genotypes et phenotypes associes. 

Lorsque deux genes ont des actions complementaires sur un meme phenotype, 
sauvage s'il y a au moins un allele A et un allele B, mutant si A ou/et B sont 
absents, retant le taux de recombinaison entre les deux genes. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme 
parent FI 


A, BO- r)/2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)l 2 

A, B{1- r)l 2 

[+1 

[+1 

[+1 

[+] 

A, b r/2 

[+1 

[-1 

[+1 

[-1 

a, B r/2 

[+1 

[+1 

[-1 

H 

a, b ( 1 - r)/2 

[+1 

H 

[-1 

[-] 


Les frequences attendues des deux types de phenotypes resultant des unions des 
quatre types de gametes sont egales a : 

/[+] = (3 - 2r + r 2 )/4 ;/[-]=( 1 + 2r - r 2 )/4 
Estimer r revient a resoudre l’une des deux equations precedentes. 

On observe, dans le cas de deux genes independants, avec 1’ equifrequence des 
gametes, c’est-a-dire r = 1/2, 9/16 de phenotypes sauvages et 7/16 de phenotypes 
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mutes, ou la proportion 7/16 est la somrne 3/16 +3/16 + 1/16 correspondant aux 
trois types de phenotypes mutes quand les deux genes (cas precedent) gouvernent 
des caracteres diffSrents. 

Selon le type d’interaction entre deux genes independants affectant un meme 
caractere, on peut observer des regroupements part icl s differents des quatre propor- 
tions 9-3-3- 1 (voir exercices). 

Remarque 3. A la limite, si deux genes impliquSs dans deux phenotypes 
distincts (tab. 3.1) sont si proches que leur distance est nulle et qu’aucun 
crossing-over ne survient, les alleles A et B vont cosSgrSger et on retrou- 
vera 3/4 de phenotype parental [A, B] dominant, et 1/4 de phenotype 
parental recessif [a, b] (il suffit de prendre r = 0 dans les equations prScS- 
dentes). 

Un tel rSsultat pourrait alors etre interprets comme une segregation 2/2 pour 
un couple d’ allele et le phenotype parental [a, b] pourrait etre formellement 
interprets comme rSsultant d’une mutation unique et plSiotrope, responsable 
simultanSment des deux phSnotypes [a] et [b]. 

Dans le cas oil les deux mutations a et b conduisent a un meme phSnotype 
mutant [-] (tab. 3.2), l’absence de gametes recombinSs, si les deux genes sont 
tres liSs, conduirait a 3/4 [+] et 1/4 [-]. Ce rSsultat serait aussi interprStable 
comme rSsultant d’une sSgrSgation 2/2, conduisant a la conclusion que les 
souches rnutSes et sauvages ne different que pour un seul gene. 

C’est pourquoi 1’ interpretation d’une sSgrSgation 2/2 est souvent complStSe 
d’une remarque de precaution prScisant que les souches rnutSes et sauvages 
peuvent Sventuellement diffSrer pour deux genes suffisamment proches pour 
que le nornbre de mSioses StudiSes en FI n’ait Sventuellement pas permis 
d’ observer une seule recombinaison par crossing-over, et done un Scart signi- 
ficatif a la sSgrSgation 2/2. 

Remarque 4. Bien Svidemment, si l’un des couples d’alleles (ou les deux) 
gouverne(nt) des phSnotypes codominants, le probleme est en fait plus 
simple, puisqu’il existe une correspondance bi-univoque entre phSnotype et 
gSnotype qui permet de dSterminer sans ambiguitS le contenu gSnStique de 
chacun des gametes, pour ce(s) gene(s). 


3.5.3 Test de I'independance genetique 

a I'issue d'un test cross FI x parent double recessif 

Dans le cas d’un croisement FI x parent rScessif (test cross), les rSsultats attendus 
sont formulSs par un tableau de croisement des gametes plus simple (tab. 3.3). Les 
phSnotypes des diploides rSsultant de 1’ union des gametes dSpendront des relations 
de dominance et de rScessivitS existant pour chacun des couples d’alleles, unique- 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

60 Concepts de base et exercices corriges 


ment en fonction de l’apport du gamete FI, ce qui permet d’en deduire le contenu 
genetique plus facilement que dans un croisement FI x FI (tabl. 3.1). 

Les frequences des quatre types de gametes sont directement estimables, car elles 
sont egales aux frequences des quatre types de phenotypes resultant des unions 
gametiques : 

/[A, B] = (1 - r)/2;f[A, b] =/[ a, B] = r/2;/[a, b] = (1 - r)/2 


Tableau 3.3 Tableau de croisement des gametes. 
Genotype et phenotype associes dans le cadre d'un test cross. 


Gametes 
du parent 
recessif 

Gametes du parent FI 


A, B (1 - r)/2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)l 2 

a, b 

[A, B] 

[A, b] 

[a, B] 

[a, b] 


Si les deux genes sont genetiquement independants, r = 1/2, ce qui correspond 
aussi a (1 - r) = 1/2, equifrequence des gametes recombines et parentaux. On trouve 
alors les proportions 1/4- 1/4- 1/4- 1/4, encore notees 1-1- 1-1. 

S’il y a liaison genetique, alors r est inferieur a 1/2, et la proportion des pheno- 
types parentaux [a, b] doit etre significativement superieure a 1/4, ce qui doit even- 
tuellement etre justifie par un test statistique. Cette frequence tend vers 1/2 a rnesure 
que la distance diminue. 

Remarque 1. La distance est facile a estimer par l’estimation de : 

r=f[ A. b] +/[a, B] 

Remarque 2. Si les deux genes sont impliques dans un rneme phenotype 
mutant, le tableau de croisement des gametes sera modifie en consequence 
(tab. 3.4) et ne laissera apparaitre que les deux seuls phenotypes parentaux 
sauvage [+] et mutant [-] . 


Tableau 3.4 Tableau de croisement des gametes. 

Genotypes et phenotypes associes, dans le cadre d'un test cross, pour deux genes 
impliques dans un meme phenotype, de fa^on complementaire (voir tabl. 3.2). 


Gametes 
du parent 
recessif 

Gametes du parent FI 


A, B (1 - r)/2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)/2 

a, b 

[+] 

[-1 

[-1 

[-1 
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Ce tableau permet alors d’estimer les frequences des deux types de phenotypes, 
en fonction des frequences des quatre types de gametes : 

/[+]=(l-r)/2;/[-]=(l+r)/2 

L’ estimation de r est beaucoup plus facile que dans le croisement FI x FI, mais 
s’il est evident que l’absence de segregation 2/2 signifie que plus d’un gene est mute 
dans la souche parentale etudiee, le nornbre de genes mutes n’est pas directement 
accessible, ce peut etre deux, ce peut etre plus. II convient alors de faire appel, si cela 
est possible, au test de complementation fonctionnelle (chap. 5) utilise comrne test 
d’allelisme pour tenter de les denombrer sans ambiguite. 

Remarque 3. Si les deux genes sont si proches que leur distance est nulle 
(r = 0) et qu’aucun crossing-over ne survient, les alleles A et B vont cose- 
greger et on retrouvera 1/2 de phenotype parental dominant et 1/2 de pheno- 
type parental recessif. 

Un tel resultat serait alors interprets comme une segregation 2/2 pour un 
couple d’ allele, 1’ allele mute etant pleiotrope (voir remarque 3 page 59 plus 
haut). 


EXERCICES 


Exercice 3.1 

II existe de nombreuses varietes de tomates different les unes des autres 
par un ou plusieurs caracteres hereditaires. On choisit comme souche de 
reference, notee SSR, la souche a feuille unie verte, a fleur jaune, fruit 
rouge et peau lisse. On dispose d’une variete pure A a feuille verte tachee 
de jaune, a fleur blanche, a fruit jaune et a peau veloutee. 

1. On croise entre elles la variete A et la SSR; les croisements reciproques 
donnent des resultats identiques, tous les individus FI ont des feuilles 
unies vertes, des fleurs jaunes et des fruits rouges a peau lisse. Que peut-on 
en conclure ? 

2 . On procede sur des plants Fla des croisements soit avec du pollen de la 
souche FI, soit avec du pollen de la souche A. Pour simplifier 1’ analyse 
genetique, il est utile de ne considerer que les phenotypes pris deux a deux 
(tabl. 3.5 a 3.8). 

Interpretez ces resultats en justifiant vos reponses, en precisant le nombre 
de genes impliques dans chacune de ces etudes, et en calculant, quand cela 
est necessaire, les frequences de gametes dans chaque type de croisements 
FI x FI ou FI x A. 
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Tableau 3.5. 



F2 issu 

du croisement FI x FI 

Descendants issus 
du croisement FI x>4 

[feuille unie; fleur jaune] 

912 

124 

[feuille unie; fleur blanche] 

305 

132 

[feuille tachetee; fleur jaune] 

295 

128 

[feuille tachetee; fleur blanche] 

92 

119 


Tableau 3.6. 



F2 issu 

du croisement FI x FI 

Descendants issus 
du croisement FI x>4 

[feuille unie; fruit rouge] 

909 

126 

[feuille unie; fruit jaune] 

308 

130 

[feuille tachetee; fruit jaune] 

297 

126 

[feuille tachetee; fruit rouge] 

90 

121 


Tableau 3.7. 



F2 issu 

du croisement FI x FI 

Descendants issus 
du croisement FI x>4 

[feuille unie; peau lisse] 

660 

215 

[feuille unie; peau veloutee] 

76 

42 

[feuille tachetee; peau lisse] 

70 

38 

[feuille tachetee; peau veloutee] 

175 

208 


Tableau 3.8. 



F2 issu 

du croisement FI x FI 

Descendants issus 
du croisement FI x>4 

[fleur jaune; fruit rouge] 

1185 

219 

[fleur jaune; fruit jaune] 

92 

31 

[fleur blanche; fruit rouge] 

96 

28 

[fleur blanche; fruit jaune] 

335 

225 
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>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Test de I’independance et de la liaison genetique. 

- Distances entre genes lies. 

Solution 

1 . Les croisements reciproques donnent des resultats identiques : les apports genetiques 
males et femelles sont equilibres. Tous les individus FI ont des feuilles unies vertes, des 
fleurs jaunes et des fruits rouges a peau lisse. Les quatre phenotypes de reference sont 
dominants. 


Remarques. On ne sait pas, a ce stade de T analyse, si la variete A differe de la SSR 
pour un seul gene qui, par un effet pleiotrope de sa mutation, serait implique dans les 
quatre phenotypes, ou par plus d’un seul gene. Seule T analyse de la meiose du 
diploi'de FI peut apporter une reponse selon qu’on observera une segregation 2/2 pour 
le bloc des quatre phenotypes ou que l’observation de phenotypes recombines indi- 
quera l’existence de plusieurs genes eux-memes soumis a la recombinaison genetique. 
Par ailleurs, on rappelle que ce sont les phenotypes qui sont dits dominants ou reces- 
sifs et non les alleles du (ou des) gene(s). 

2. On observe des phenotypes recombinants pour les quatre caracteres, ce qui elimine 
Thypothese d’un seul gene a effet pleiotrope. 

Analyse du tableau 3.5 

• La premiere question a resoudre est de savoir si chaque difference phenotypique (chaque 
caractere) est gouvernee par un seul gene. Le couple de phenotype feuille unie/feuille 
tachetee presente des proportions 3/4 dominant 1/4 recessif caracteristique de la segrega- 
tion 2/2 dans un croisement FI x FI. On peut done considerer qu’un seul couple d’alleles, un 
seul gene, est implique dans le determinisme de cette difference phenotypique. 

Le test cross confirme ce resultat puisqu’il permet de visualiser l’apport des gametes de la 
FI, confronts chez les diploides F2 a un apport dont 1’ effet est recessif. II y a bien selon, la 
segregation 2/2, autant de F2 a feuilles unies que de F2 a feuilles tachetees. 

• L’ analyse de la couleur de la fleur montre egalement une segregation 2/2 typique d’un 
couple d’alleles. 


Remarque. II serait inexact de dire que la couleur de la fleur ne depend que d’un seul 
gene, car en realite plusieurs genes sont certainement impliques dans ce caractere, 
mais il faut dire que les deux souches pures etudiees ne different entre elles que par un 
seul des genes impliques dans la coloration de la fleur ! Par facilite de langage, on se 
laisse souvent aller a dire qu’un caractere (un couple de phenotypes) depend d’un seul 
gene alors que e’est la difference etudiee, pour ce caractere, qui ne depend que d’un 
gene. 


• L’observation de phenotypes recombines [feuille unie; fleur blanche] et [feuille tachetee; 
fleur jaune] montre que les deux phenotypes etudies ne dependent pas d’un meme gene. 
Comme ils dependent chacun d’un seul gene (voir la segregation 2/2 pour chacun d’eux), le 
croisement etudie ici met en jeu deux genes, deux couples d’alleles. 


• Les proportions observees 9-3-3-1 en FI x FI ou l-l-l-l en test cross sont caracteristiques 
d’une segregation independante pour les deux couples d’alleles, le gene gouvernant 1’aspect 
uni ou tachete de la feuille est genetiquement independant du gene implique dans la couleur 
jaune ou blanche de la fleur. 
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Cette observation peut etre interpretee de deux fagon sur le plan cartographique, soit : 

- les deux genes sont physiquement independants ; 

- les deux genes sont physiquement lies, mais a une distance telle qu’il y a toujours au moins 
un crossing-over entre leurs locus, et qu’il ne peut done y avoir d’exces de gametes paren- 
taux sur les gametes recombines. 

Analyse du tableau 3.6 

Un meme raisonnement que pour le tableau 3.5 conduit au meme type de conclusions. 

• On retrouve la segregation 2/2 pour le caractere (le couple de phenotypes) d’ aspect de la 
feuille, indiquant que la difference entre A et la SSR est sous la dependance d’un seul couple 
d’ alleles. 

• La couleur du fruit montre egalement la segregation 2/2 typique d’un couple d’alleles : les 
deux souches ne different que par un seul des genes impliques dans la couleur du fruit. 

• Le croisement etudie ici met en jeu deux genes, deux couples d’alleles, impliques dans les 
deux couples de phenotypes. 

• Les proportions observees 9-3-3-1 en FI x FI ou l-l-l-l en test cross sont caracteristiques 
d’une segregation independante pour les deux couples d’alleles, le gene gouvernant F aspect 
uni ou tachete de la feuille est genetiquement independant du gene implique dans la couleur 
jaune ou rouge du fruit. 

Cette observation peut etre interpretee de deux fagons sur le plan cartographique (voir plus 
haut). 

Analyse du tableau 3. 7 

• On retrouve la segregation 2/2 pour le caractere (le couple de phenotypes) d’ aspect de la 
feuille, indiquant que A et la SSR ne differe que pour un seul gene implique dans ce caractere 
(660 + 76 correspond a 3/4 dans la FI x FI et 215 + 42 correspond a 50 % dans le test cross). 

• L’ aspect lisse ou veloute de la peau montre egalement la segregation 2/2 typique d’un 
couple d’alleles, les deux souches ne different que par un seul des genes impliques dans ce 
caractere. 

• Le croisement etudie ici met en jeu deux genes, deux couples d’alleles, impliques dans les 
deux couples de phenotypes. 

• Les proportions attendues de 9-3-3-1 en FI x FI, ou l-l-l-l en test cross, pour deux couples 
d’alleles segregeant independamment l’un de l’autre ne sont pas observees, il n’y a done pas 
independance genetique, il y a liaison genetique et done physique des deux genes etudies. 

Le test cross fournit facilement la frequence des gametes recombines a l’origine des deux 
phenotypes eux-memes recombines, soit (42 + 38)/503 = 0,159, valeur bien inferieure a celle 
des gametes parentaux egale a 0,841 . 

On en deduit la distance entre les genes, soit 15,9 unites de recombinaison, ou 19,1 cM 
(distance additive de Haldane). 

• Le calcul des frequences des gametes parentaux et recombines dans le croisement FI X FI 
est plus laborieux parce que moins direct. 

La variete A de genotype (a-b)H(a-h), est croisee avec la SSR de genotype (A-B)//(A-B), ou le 
couple d’alleles a et A est implique dans la difference relative a F aspect de la feuille, et le 
couple d’alleles b et B est implique dans la difference relative a l’aspect de la peau. 

La FI est de genotype ( a-b)//(A-B ), les resultats de la meiose puis de la fecondation sont 
donnes par le tableau de croisement des gametes (tabl. 3.9) ou r est le taux de recombinaison 
entre les deux genes (frequence des gametes recombines). 
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On en tire les frequences des divers phenotypes en sommant les frequences des divers geno- 
types qui leur sont sous-jacents, soit : 

/[feuille unie et peau lisse] = 3(1 - r ) 2 14 + 4r(l - r) 4 + 2r 2 /4; 

/[feuille unie et peau veloutee] = 2r(l - r) 4 + r 2 /4; 

/[feuille tachetee et peau lisse] = 2r(l - r)4 + r 2 /4; 

/[feuille tachetee et peau veloutee] = (1 - r) 2 /4. 

Tableau 3.9. 



Gametes parentaux 

Gametes recombines 


a-b 

A-B 

a-B 

A-b 


(1 - r)/2 

0 - 0/2 

r/2 

r/2 

a-b 

feuille tachetee 

feuille unie 

feuille tachetee 

feuille unie 

(1 ~r)/2 

peau veloutee 

peau lisse 

peau lisse 

peau veloutee 

A-B 

feuille unie 

feuille unie 

feuille unie 

feuille unie 

(1 - 0/2 

peau lisse 

peau lisse 

peau lisse 

peau lisse 

a-B 

feuille tachetee 

feuille unie 

feuille tachetee 

feuille unie 

r/2 

peau lisse 

peau lisse 

peau lisse 

peau lisse 

A-b 

feuille unie 

feuille unie 

feuille unie 

feuille unie 

r/2 

peau veloutee 

peau lisse 

peau lisse 

peau veloutee 


II est alors facile d’estimer la valeur de r a partir d’une des equations, par exemple, la 
derniere donne : 

/[feuille tachetee et peau veloutee] = (1 - r ) 2 14 = 175/981 = 0,17838, 
d’ou r = 0,155, qui n’est pas significativement different de la valeur 0,159 obtenue par le test 
cross. 

Le tableau 3.8 s’interprete comme le troisieme; les deux genes impliques respectivement 
dans la pigmentation de la fleur et du fruit sont genetiquement et physiquement lies, a une 
distance de 1 1,7 ur ou 13,4 cM. 

Exercice 3.2 

Dans tout l’exercice, on ne tiendra pas compte du type sexuel, a ou a, des 
souches. On suppose qu’on dispose toujours d’une souche du type sexuel 
requis pour le croisement. 

On dispose : 

- d’une souche haploide sauvage (SSR) de la levure Sacchammyces cere- 
visiae, de phenotype [val + , trp + , ura + , gal + ] ; 

- d’une souche A, auxotrophe pour la valine et incapable de metaboliser 
le galactose, phenotype note [val - , gal - ] ; 

- d’une souche B, auxotrophe pour le tryptophane et incapable de meta- 
boliser le galactose, phenotype note [tip - , gal - ] ; 
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- d’une souche C, auxotrophe pour l’uracile et incapable de metaboliser 
le galactose, phenotype note [lira , gal - ]. 

On effectue les croisements A x SSR, B x SSR et C x SSR; les diploides 
qui en sont issus sont de phenotype sauvage. On isole les spores haploides 
issues de la meiose de chacun des diploides (la procedure de croisement 
chez la levure est decrite en tete des problemes levure dans la partie 2 de 
l’ouvrage), puis on teste le phenotype des spores (tabl. 3.10). 

Tableau 3.10. 



Spores issues 
du diploide 

A x SSR 

Spores issues 
du diploide 
6x SSR 

Spores issues 
du diploide 

C x SSR 

spores auxotrophes et [gal ] 

91 

102 

122 

spores prototrophes et [gah] 

89 

98 

83 

spores auxotrophes et [ga/ + ] 

81 

95 

77 

spores prototrophes et [gal + ] 

85 

105 

118 


1. Interpretez ces resultats (nombre de genes mis en jeu, independance ou 
liaison genetique, distances genetiques dans le dernier cas). 

2. On croise entre elles les souches A B et C ; les diploides issus des croi- 
sements Ax B et Ax C ont un phenotype sauvage, le diploide issu du croi- 
sement SxCaun phenotype [gal - ]. Quelles precisions ce resultat apporte- 
t-il dans 1’ analyse genetique ? 

3. On analyse les spores issues de la meiose du diploide issu du croisement 
B x C, en testant leur phenotype pour le tryptophane, l’uracile et le galac- 
tose (tabl. 3.11). Quelle precision apporte ces observations ? Vous presen- 
terez un schema des genes et de leurs sites de mutations. 


Tableau 3.11. 


Spores 

[ura~; trp+; gal - ] 

Spores 

[ura - ; trp - ; gal - ] 

Spores 

[ura+; trp+; gah] 

Spores 

[ura+; trp-; gah] 

72 

31 

29 

68 


4. On etale environ 200 000 spores issues du croisement B x C, sur une 
boite de milieu minimum (galactose) + uracile + tryptophane et on observe 
la croissance de 100 colonies. Quelle est votre interpretation de ce resultat ? 
(schema des genes et des sites de mutations). 
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5. On teste ensuite, par des repliques adequates, les phenotypes d’auxotro- 
phie des 100 spores obtenues (tabl. 3.12). Quelle precision apporte ces 
observations ? (Schema des genes et des sites de mutations.) 


Tableau 3.12. 


Spores 
[ura~; trp+] 

Spores 
[ura~; trp-] 

Spores 
[ura+; trp+] 

Spores 
[ura+; trp-] 

31 

9 

16 

44 


>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Test de la segregation 2/2 et test de I’independance et de la liaison genetique 
chez la levure. 

- Test de complementation fonctionnelle/test d’allelisme. 

- Cartographies des genes et carte fine des genes (position des sites mutes d’un 
meme gene). 


Solution 

1 . Le fait que les diploides soient tous de phenotype sauvage permet de conclure que tous les 
phenotypes mutes sont recessifs. 

La premiere question a resoudre est celle de savoir si chaque difference phenotypique identi- 
fiant une des souches mutee 4, B oil C de la souche de reference ne depend que d’un gene. II 
s’agit done de faire, pour chacun des phenotypes, un test de segregation 2/2. 

• Phenotype valine (analyse de la meiose chez les diploides issus du croisement A x SSR, 
tabl. 3.10, colonne 2) : on observe 172 spores auxotrophes [vaL] et 191 spores prototro- 
phes [v«/ + ], ce qui est conforme avec l’hypothese d’une segregation 2/2. On peut conclure 
que A differe de la SSR pour un seul des genes impliques dans la synthese de la valine. 

• Le denombrement des spores auxotrophes (197) ou prototrophes (203) pour le tryptophane 
(meiose chez les diploides issus du croisement B x SSR, tabl. 3.10, colonne 3) conduit a 
conclure que B differe de la SSR pour un seul des genes impliques dans la synthese du 
tryptophane. 

• Le denombrement des spores auxotrophes (199) ou prototrophes (201) pour l’uracile 
(meiose chez les diploides issus du croisement C x SSR, tabl. 3.10, colonne 4) conduit a 
conclure que B differe de la SSR pour un seul des genes impliques dans la synthese de 
l’uracile. 

• Le denombrement des spores [gaL] ou [gal + ] pour la capacite de croissance sur galactose 
(meiose chez les diploides issus de chacun des croisements, tabl. 3.10, colonne 2, 3 ou 4) 
conduit a conclure que chaque mutant ,4, B ou C ne differe de la SSR que pour un seul des 
genes impliques dans la metabolisation du galactose. 

Mais attention, rien a ce stade ne permet de dire si 4, B ou C sont mutes dans le meme gene 
ou non. 


La deuxieme question est de savoir par combien de genes chaque mutant differe de la SSR. II 
peut paraitre logique que ce soit par deux genes puisque l’auxotrophie resulte de la mutation 
d’un seul gene, de meme que Tincapacite de croissance sur galactose, mais on pourrait 
formellement imaginer que ces deux phenotypes mutants puissent resulter d’une mutation 
pleiotrope d’un seul gene. Ce n’est pas le cas puisqu’on observe des phenotypes recombines, 
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observation impossible dans le cas d’une mutation pleiotrope (on aurait transmission en bloc 
des deux phenotypes parentaux). 

Comme chaque difference phenotypique ne depend que d’un seul gene, on peut conclure que 
chacun des mutants est mute dans deux genes. 

La troisieme question est de savoir si les deux genes mutes, chez chacun des mutants A, B 
ou C, sont genetiquement independants ou lies, et dans le dernier cas d’en deduire leur 
distance genetique. 

Dans le tableau 3.10 les lignes 2 et 5 correspondent aux spores parentales et les lignes 3 et 4 
aux spores recombinees. 

• L’ analyse de la meiose chez les diploi'des issus du croisement A x SSR permet de conclure 
a Findependance genetique des deux genes (frequence des spores parentales, 176, egale a 
celle des recombinees, 170). 

• L’ analyse de la meiose chez les diploi'des issus du croisement B x SSR permet de conclure 
a Findependance genetique des deux genes (frequence des spores parentales, 207, egale a 
celle des recombinees, 193; on doit valider cette conclusion par un test statistique, y} = 0,49 
pour 1 ddl). 

Les genes genetiquement independants sont, soit physiquement independants soit physi- 
quement lies mais a une distance telle que la segregation de leurs alleles respectifs est 
independante. 

• L’ analyse de la meiose chez les diploi'des issus du croisement C x SSR permet de conclure 
a la liaison genetique des deux genes (frequence des spores parentales, 240, superieure a 
celle des recombinees, 160; on peut valider cette conclusion par un test statistique, y} = 16 
pour 1 ddl). Les deux genes de la souche C, respectivement impliques dans l’auxotrophie 
pour Furacile et Fincapacite de croissance sur galactose, sont distants de 40 unites de 
recombinaison. 

Remarque. La distance en cM (ici 80) corrige la sous-estimation de la distance en 
unites de recombinaison et peut etre superieure a 50, lirnite evidente de la distance en 
unites de recombinaison. Dans le cas present, F estimation est sans doute assez 
mauvaise car il y a peut-etre assez souvent plus de deux crossing-over (les seuls cas 
envisages par la distance de Haldane etant 0, 1 et 2 crossing-over). 

2 . Les croisements entre mutants, sachant que leurs phenotypes sont recessifs, permet 
d’interpreter les observations comme le resultat d’un test de complementation fonctionnelle 
(chap. 5) et de conclure que les mutations d’auxotrophie touchent trois genes differents 
(a priori on aurait pu imaginer qu’un meme gene puisse etre implique dans deux voies de 
biosynthese), que A et It sont mutes dans deux genes differents de la voie de metabolisation 
du galactose, comme A et C, et qu’au contraire B et C sont mutes dans le meme gene de cette 
voie. 

Bien evidemment, B et C etant des mutants independants sont sans doute touches en des sites 
differents de ce gene, mais les deux alleles (hetero-alleles) sont non fonctionnels. L’ analyse 
genetique des trois mutants A, B, C porte done sur cinq genes. 

3 . Pour le gene implique dans la voie de metabolisation du galactose, la souche B fournit un 
allele mute note « gal-B » et la souche C fournit un allele mute du meme gene, note « gal-C » 
(fig. 3.4). 

Le nombre de meioses etudiees n’est pas assez important pour pouvoir observer des spores 
[gal + ] qui supposent un crossing-over intragenique entre les deux sites gal-B et gal-C. Mais 
le tableau des spores permet de tester Findependance entre le gene ura et le gene trp ; on 
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observe 140 spores parentales [ura ; trp + ] ou [ura + ; trp | contre 60 spores recombinees 
[ura - ; trp ] ou [ura + ; trp + ], ce qui permet d’estimer la distance entre ces deux genes, soit 30 ur. 
Comme on sait que le gene trp est genetiquement independant du gene gal, on peut en 
deduire l’ordre des trois genes et schematiser la situation cartographique chez le diploide issu 
du croisement B x C (fig. 3.4). 



-*■ 




> 


:30 ur : 


:40 ur : 


Figure 3.4 Carte des genes et des sites de mutations chez le diploide B x C, 
la position des sites gal-B et gal-C, relativement a ura, est arbitraire. 

- Pour le gene implique dans la voie de biosynthese de I'uracile, la souche B fournit 
un allele sauvage note « ura+ » et la souche C fournit un allele note « ura~ ». 

- Pour le gene implique dans la voie de biosynthese du tryptophane, la souche B 
fournit un allele sauvage note « trp- » et la souche C fournit un allele note « trp + ». 


4. Les 100 colonies [gal + ] sur les 200 000 spores testees a Tissue des meioses resultent des 
crossing-over intrageniques survenus entre les sites gal-B et gal-C dans certaines de ces 
meioses, ce qui permet d’estimer la distance entre ces sites. 

Pour 100 spores recombinees [gal + ], il y a symetriquement 100 spores recombinees [gap] 
porteuses d’un gene doublement mute, de sorte que la meilleure estimation de la frequence 
des spores recombinees est 200/200 000, d’ou une distance gal-B/gal-C egale a 0,001 ur. 

5. Les observations realisees ici constituent le resultat d’un test quatre points qui permet de 
positionner les sites gal-B et gal-C Tun par rapport a l’autre en les positionnant par rapport 
aux mutations touchant les genes ura et trp (fig. 3.5). 

En effet deux cartographies sont possibles selon la position des sites gal-B et gal-C relative- 
ment au gene ura. 


La recombinaison intragenique generant des spores [gal + ] va generer un gene gal + sur une 
des chromatides. Dans le premier cas (fig. 3.5), la chromatide porteuse de gal + sera potentiel- 
lement porteuse de ura et trp + , tandis que dans le second cas (fig. 3.5), la chromatide 
porteuse de gal + sera alors porteuse de ura + et trp 

Bien evidemment, comme des crossing-over, assez frequents peuvent aussi intervenir entre 
le gene gal et le gene ura et entre le gene ura et le gene trp, plusieurs resultats sont possibles, 
ce qui complique T analyse genetique. 


Une analyse simple consisterait a definir la spore la plus rare dans chacun des deux cas, puis 
a confronter avec les observations. Dans le cas 1, la plus rare, necessitant deux crossing-over 
ce serait [gap, ura + , trp + ] ; dans le cas 2, ce serait [gap, lira , trp - ]. Comme la spore observee 
la plus rare est cette derniere, le cas 2 semble correspondre a la realite, mais 9 et 16 sont-ils 
si differents sur un si petit nombre de spores ? 
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Carte 1 : gal-B proximal/ga/-Cdistal 




Figure 3.5 Deux cartes sont possibles selon la disposition respective 
des sites gal-B et gal-C vis-a-vis du gene ura. 


Aussi, est-il preferable de faire une analyse plus fine et de tester la coherence quantitative de 
tous les resultats avec chacune des deux cartographies en confrontant les frequences obser- 
vees aux frequences attendues (tab. 3.13). 

Tableau 3.13 Frequences theoriques et valeurs attendues des differents types de spores 

EN FONCTION DE LA DISPOSITION DES SITES GAL-B ET GAL - C . 
r est la frequence des spores recombinees entre les genes trp et ura, sa valeur est 
0,30 et C est la frequence des spores recombinees entre les genes ura et gal, sa 
valeur est 0,40. 


Phenotype 
des spores 
et frequences 
observees 

Premiere cartographie 

Deuxieme cartographie 

Frequences 

Valeurs 

attendues 

Frequences 

Valeurs 

attendues 

[ura+, trp-]; 0,44 

(1 -r)V 

0,28 

(1 - r) • (1 - r') 

0,42 

[ura+, trp + ]; 0,16 

r ■ C 

0,12 

r-o-n 

0,18 

[ura-, trp+]; 0,31 

(1 - r) • (1 - C) 

0,42 

(1 - r) ■ C 

0,28 

[ura - , trp-]; 0,09 

r ■ (1 - n 

0,18 

r-C 

0,12 


Les observations etant coherentes avec les valeurs attendues sous la deuxieme cartographie, 
on peut conclure que le site gal-B est distal par rapport au site gal-C , vis-a-vis des genes ura 
et trp. 


Exercice 3.3 

La souche sauvage (SSR) de Drosophila melanogaster a l’oeil rouge brique. 
II est utile de savoir qu’il n’y a pas de crossing-over chez la drosophile 
male. 
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1 . On croise une souche pure sauvage avec une souche pure mutante A de 
phenotype [ceil rouge vifj. Tous les descendants FI sont de phenotype 
sauvage dans chacun des deux croisements reciproques. On realise, en 
parallele, les croisements FI xFl etFl x parent [rouge vif], male ou 
femelle. Vous interpreterez les resultats obtenus en F2, en justifiant vos 
conclusions par un test statistique, si necessaire. 

F2 issue du croisement FlxFl:910 [rouge brique] et 690 [rouge vifj. 

F2 issue du croisement Fix parent recessif : 260 [rouge brique] et 740 [rouge 
vif]. 

2. On croise une souche pure sauvage avec une autre souche pure mutante 
B, egalement de phenotype [ceil rouge vifj. 

Tous les descendants FI sont de phenotype sauvage dans chacun des deux 
croisements reciproques. 

On realise, en parallele, les croisements FI x FI et FI x parent [rouge vif], 
male ou femelle. Vous interpreterez les resultats obtenus (tableaux 3.16 a 
3.18), en justifiant vos conclusions par un test statistique, si necessaire. 

F2 issue du croisement FI x FI : 510 [rouge brique] et 290 [rouge vif], 

F2 issue du croisement femelle FI x parent male recessif : 262 [rouge 
brique] et 738 [rouge vif]. 

F2 issue du croisement male FI x parent femelle recessif : 490 [rouge 
brique] et 510 [rouge vif]. 

>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Test de la segregation 2/2 chez la drosophile. 

- Test de I’independance et de la liaison genetique, test de I’independance 
physique, distances genetique. 


Solution 


1. La FI etant de phenotype sauvage, on peut conclure que le phenotype mutant est recessif 
et qu’il n’y a aucun gene mute localise sur le chromosome X (chap. 2). 

La question est de savoir si la souche A differe de la SSR pour un seul gene ou plus. Dans le 
cas d’un seul gene, la FI est heterozygote pour celui-ci et on attend alors, suite a la segrega- 
tion 2/2 du couple d’ alleles de ce gene, des proportions 3/4 de sauvages et 1/4 de mutants en 
F2 (croisement FI x FI) ou des proportions 1/2 de sauvages et 1/2 de mutants dans la descen- 
dance d’un test cross, ce qui n’est pas le cas. On peut done conclure que A differe de la SSR 
pour plus d’un gene. 

Comme il n’apparait qu’un seul phenotype mute dans la descendance des FI, on peut 
conclure, puisqu’il y a un brassage genetique a la meiose (sinon on aurait une segregation 2/2 
pour des genes tres lies segregeant en bloc), que chaque gene mute conduit individuellement 
au meme phenotype que l’ensemble des genes mutes chez A. 


II convient alors de tester « l’hypothese minimaliste » de deux genes mutes, en supposant 
d’abord leur independance genetique, et meme leur independance physique, sachant que le 
crossing-over est inexistant chez la drosophile male. 
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Dans ce premier cas (les deux couples d’ alleles etant notes Ala et Bib), le croisement peut 
s’ecrire : 


Parents 

genotypes parentaux 
genotypes des FI 
phenotypes des FI 


[rouge vif] x [rouge brique] 
alia bllb AHA BIIB 
Alla Bllb 
[rouge brique] 

d’ou le tableau de croisement des gametes (tabl. 3.14), les genotypes de la F2, leurs pheno- 
types et leurs proportions (r, la frequence de recombinaison etant egale ici a 1/2). 

Les proportions attendues sont de 9/16 de sauvages et 7/16 de mutants ce qui correspond bien 
aux proportions observees (faire un test statistique de conformite pour valider la coherence). 


Tableau 3.14. 


Croisement 

FI x FI 

Gametes parentaux 

Gametes recombines 


(A,B) 

(a, b ) 

(A, b) 

(a, B) 


(1 -r)/2 

(1 - r)l 2 

r/2 

r/2 

(A, B ) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

(1 - r)l 2 

brique 

brique 

brique 

brique 

(a, b) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

(1 - r)!2 

brique 

vif 

vif 

vif 

(A, b) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

r/2 

brique 

vif 

vif 

brique 

(a, B ) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

r/2 

brique 

vif 

brique 

vif 


Le test cross donne des resultats (tabl. 3.15) ou on observe les proportions attendues de 
1/4 de sauvages et 3/4 de mutants, en cas d’independance physique, que le parent croise au 
FI soit male ou femelle. 


Tableau 3.15. 


Test cross 

Gametes parentaux du FI 

Gametes recombines du FI 

Gametes 

C A.B ) 

(a, b) 

(A, b) 

(a, B) 

du parent reces- 
sif 

(1 - r)l 2 

(1 - r)/2 

r/2 

r/2 

(a, b) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

brique 

vif 

vif 

vif 


Cette hypothese de deux genes physiquement independants etant coherente avec les observa- 
tions, elle est acceptable. 
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Remarque. L’ experience (voir question suivante) permet de savoir que la liaison 
physique des genes etudies n’aurait pas conduit a de telles observations, notamment 
le test cross avec un male FI, fournissant exclusivement des gametes parentaux, aurait 
conduit a des proportions de 1/2 sauvages et 1/2 mutants. 11 suffit de prendre r = 0 
pour les gametes recombines du male FI dans les tableaux ci-dessus. 


2. La souche B differe aussi par plus d’un gene autosomal de la souche A, mais presente dans 
les croisements ulterieurs des resultats differents. 

Compte tenu de ce qui vient d’etre vu a la question 1, il est possible d’exclure l’hypothese de 
deux genes physiquement independants mais de conclure a l’hypothese de genes lies, 
conforme aux observations de la descendance male FI x parent recessif femelle (remarque 
ci-dessus). 

L’hypothese minimaliste est alors de considerer deux genes physiquement lies et de tester 
leur independance ou leur liaison genetique (ils pourraient etre genetiquement independants 
si leur distance est assez grande. . .). 

Pour cela, on analyse le croisement FI x FI (tabl. 3.16) ou le test cross avec une 
FI femelle capable de former des gametes parentaux et recombines par crossing-over 
(tabl. 3.17), ce qui conduit pour chacun des deux croisements aux tableaux de gametes 
suivants. 


Tableau 3.16 Croisement FI x FI . 



Gametes parentaux femelles 

Gametes recombines femelles 

Gametes males 

(A, B) 

(a, b) 

(A, b) 

(a, S) 

exclusivement 

(1 - r )/ 2 

(1 - r)l 2 

r/2 

r/2 

parentaux 



(A,B) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

1/2 

brique 

brique 

brique 

brique 

(a, b) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

1/2 

brique 

vif 

vif 

vif 


Dans le cas de liaison physique, mais d’independance genetique, la valeur de r est egale a 1/2 
et on attend 5/8 de sauvages et 3/8 de mutants ; dans le cas d’une liaison genetique les propor- 
tions sont significativement modifiees vers leurs limites de 3/4 et 1/4 (pour la valeur limite 
r— 0). 

Ici les effectifs de 510 et 290 ne sont pas significativement differents des effectifs de 500 
et 300 attendus sous l’hypothese d’independance genetique (5/8 et 3/8 de 800), et on peut 
conclure que B differe de la SSR pour deux genes de pigmentation genetiquement indepen- 
dants mais physiquement lies. 


Remarque. On observe que 1’ absence de crossing-over chez le male de la drosophile 
permet de statuer sur I’independance physique de deux genes. 
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Tableau 3.17 Test cross. 



Gametes parentaux du FI 

Gametes recombines du FI 

Gametes 

(A.B) 

(a, fa) 

(A, fa) 

(a, B) 

du parent recessif 

(1 - r)!2 

(1 - r)/2 

r/2 

r/2 

(a, fa) 

rouge 

rouge 

rouge 

rouge 

brique 

vif 

vif 

vif 


Pour le test cross, on attend 1/4 de sauvages et 3/4 de mutants, en cas d’independance gene- 
tique, et des proportions d’autant plus modifiees vers les valeurs 1/2 et 1/2 que la liaison 
genetique est intense (valeur de r petite). Ce croisement confirme la conclusion precedente, 
puisque 260 et 740 ne different pas significativement de 250 et 750 attendus sous Phypothese 
d’independance genetique. 


Exercice 3.4 

La souche sauvage (SSR) de Drosophila melanogaster a un cotps gris, 
l’oeil rouge brique et des soies en forme de tronc de cone. II est utile de 
savoir qu’il n’y a pas de crossing-over chez la drosophile male. On dispose 
d’une souche mutante pure, au corps noir, appelee ebony, d’une souche 
aux yeux roses, appelee rosy, et d’une souche aux yeux pourpres, appelee 
purple. 

1 . Les croisements reciproques de chacune de ces souches mutantes avec 
la souche SSR donnent des descendants FI de phenotype sauvage. Les FI 
de chaque sexe croise en retour avec un parent mutant donnent pour moitie 
des F2 sauvages et pour moitie des mutants. Concluez. 

2. On croise entre elles les souches ebony et purple. Les croisements reci- 
proques donnent des individus FI de phenotype sauvage [cotps gris et ceil 
rouge brique]. 

Les individus FI sont croises entre eux et on observe, parmi les individus F2, 
les proportions de 9/16 de [cotps gris; ceil rouge brique], 3/16 de [corps 
gris; ceil pourpre], 3/16 de [cotps noir; ceil rouge brique] et 1/16 de [corps 
noir; ceil pourpre]. 

Inteipretez ces resultats en construisant le tableau de gametes le plus 
general puis en discutant, event uellement en le reduisant, ce tableau de 
gametes au cas ou les genes etudies sont physiquement independants ou 
lies, genetiquement independants ou non. Vous preciserez, par F analyse de 
ce tableau, lequel des parametres genetiques ne peut etre estime par un tel 
croisement. 

3. On croise entre elles les souches ebony et rosy. Les croisements recipro- 
ques donnent des individus FI de phenotype sauvage [cotps gris et yeux 
rouge brique]. 
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a. Les individus FI sont croises entre eux et on observe, parmi les indi- 
vidus F2, les proportions de 1/2 [corps gris; ceil rouge brique], 1/4 de 
[coips gris; ceil rose] et 1/4 de [coips noir; ceil rouge brique]. Interpretez 
ces resultats. 

b. Des males F2 de phenotype [coips noir ; ceil rouge brique] sont croises 
avec une femelle rosy et on observe les resultats suivants : 

- dans 1 1 % des croisements la moitie des descendants F3 sont de pheno- 
type sauvage et F autre moitie de phenotype rosy [ceil rose] ; 

- dans 89 % des croisements tous les descendants F3 sont de phenotype 
sauvage. 

En quoi ces resultats permettent-ils d’estimer ce qui n’avait pu l’etre a la 
question precedente ? 

Le resultat aurait-il ete different avec des femelles F2 ? Trouvez un moyen 
de selectionner des individus de phenotype [coips noir; ceil rose] qui n’ont 
pas ete observes en F2. 

4. On dispose d’une souche pure A, aux yeux roses et aux soies cylindri- 
ques (la souche sauvage presentant des soies en tronc de cone). 

a. Croisee avec la souche rosy, la souche A donne des descendants FI de 
phenotype [ceil rose; soies sauvages]. Que peut-on en cone lure, sachant 
que le croisement A x SSR donne des individus FI de phenotype [ceil 
rouge brique ; soies sauvages] ? 

b. Les individus FI issus du croisement A x SSR sont croises entre eux et 
on observe, parmi les individus F2, 675 [ceil rouge brique; soies sauvages], 
72 [ceil rouge brique; soies cylindriques], 73 [ceil rose; soies sauvages] 
et 180 [ceil rose; soies cylindriques], 

Interpretez ces resultats en vous fondant sur les resultats des questions 
precedentes. 

Montrez, en vous fondant sur le tableau de gametes issus de la rneiose, 
que, dans ce croisement, il est possible de calculer directement le para- 
metre non calculable a la question 2. 

>- Definition des objectifs. 

- Test de la segregation 2/2 chez la drosophile, 

- Test de I’independance et de la liaison genetique, test de I’independance 
physique, distances genetique. 


Solution 


1. Les FI etant de phenotype sauvage, les trois phenotypes mutants sont recessifs. 

Les croisements reciproques donnant un meme resultat, aucun des genes etudies n’est loca- 
lise sur le chromosome X. 


Les test cross donnant, quel que soit le parent FI, une segregation 1/2- 1/2, on peut conclure 
que chacune des trois souches ne differe de la SSR que pour un seul gene. 
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2. Le fait que la FI soit de phenotype sauvage permet de conclure que les souches ebony et 
purple ne sont pas touchees dans le meme gene (test de complementation, chap. 5), la ques- 
tion qui se pose alors est celle de leur independance genetique, eventuellement physique. 

On note A et a, les alleles impliques dans la pigmentation du corps (gene ebony) et D et d, les 
alleles impliques dans la pigmentation de l’ceil (gene purple). Le genotype de la FI est 
double heterozygote et peut s’ecrire (A ... d)//(a ... D) si on considere que les pointilles figu- 
rent notre meconnaissance d’une eventuelle liaison entre les deux genes. 

Comrne on sait qu’il n’y a pas de crossing-over chez le male, il est necessaire de distinguer le 
cas oil les genes sont physiquement independants, cas dans lequel le male peut produire des 
gametes recombines et le cas ou les genes sont physiquement lies, cas dans lequel les males 
ne produisent que des gametes parentaux. 

• Cas ou les genes seraient physiquement independants. Le croisement FI x FI conduirait a 
un tableau de croisement des gametes ou males et femelles donnent quatre types equifre- 
quents de gametes (tabl. 3.18). 

Tableau 3.18 Tableau de croisement de gametes pour deux genes physiquement independants. 


Croisement 

FI x FI 

Gametes parentaux femelles 

Gametes recombines femelles 

gametes 

(A, d ) 

(a, D) 

(A, D) 

(a, d) 

males 

1/4 

1/4 

1/4 

1/4 

C Ad) 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

1/4 

ceil pourpre 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil pourpre 

(a, D) 

corps gris 

corps noir 

corps gris 

corps noir 

1/4 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

(A, D ) 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

1/4 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

(a, d) 

corps gris 

corps noir 

corps gris 

corps noir 

1/4 

oeil pourpre 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil pourpre 


Dans ce cas (deux genes physiquement independants) les seize cases de ce tableau sont equi- 
frequentes et on attend 9/16 de [corps gris, ceil brique], 3/16 de [corps noir, ceil brique], 
3/16 de [corps gris, ceil pourpre] et 1/16 de [corps noir, oeil pourpre]. 

• Cas ou les genes seraient physiquement lies. Le croisement FI x FI conduirait a un tableau 
de croisement des gametes ou les males ne donnent que des gametes parentaux et les 
femelles donnent quatre types de gametes dont la frequence depend du taux r de recombi- 
naison (tabl. 3.19). 

Dans le cas ou les deux genes seraient physiquement lies, on obtiendrait 1/2 de [corps gris, 
oeil brique], 1/4 de [corps noirs, ceil brique], 1/4 de [corps gris, ceil vif[. 

On peut remarquer que ces proportions sont independantes de la valeur de r; que les deux 
genes soient tres lies ou non, on aura toujours les proportions 2-1-1. Ce croisement ne permet 
done pas, en cas de liaison physique des deux genes, d’en estimer la distance. 

On peut aussi remarquer qu’on n’observerait pas le phenotype recombine [corps noir, ceil 
pourpre] puisqu’il supposerait la formation d’un gamete male recombine. 
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Tableau 3.19 Tableau de croisement de gametes pour deux genes physiquement lies. 


Croisement 

FI x FI 

Gametes parentaux femelles 

Gametes recombines femelles 

gametes 

(A d) 

(a, D) 

(A D) 

(a, d) 

males 

(1 - r)/2 

(1 -r)l 2 

rl 2 

rl 2 

(A d) 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

corps gris 

1/2 

oeil pourpre 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil pourpre 

(a, D) 

corps gris 

corps noir 

corps gris 

corps noir 

1/2 

ceil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 


Les proportions observees pour les phenotypes de la F2 et 1’ observation du phenotype [corps 
noir, ceil pourpre] permettent de conclure que les genes « ebony » et « purple » sont physi- 
quement independants. 

3. a Le fait que la FI soit de phenotype sauvage permet de conclure que les souches ebony et 
rosy ne sont pas touchees dans le meme gene (test de complementation, chap. 5), la question 
qui se pose alors est celle de leur independance genetique, eventuellement physique. 

II convient d’entreprendre la meme demarche que precedemment, en notant B et b les alleles 
du gene « rosy » qui viennent se substituer au couple d’ alleles D et cl. 

On peut done conclure que les souches ebony et rosy sont mutees dans deux genes differents, 
physiquement lies, mais on ne peut statuer sur leur liaison genetique. 

3.b Les males F2 de phenotype [corps noir, ceil brique] sont de genotypes (a-B)ll(a-B) ou 
(a-B)l/(a-b) avec des frequences respectives egales a (1 - r)/4 et r/4 (la somme est egale a 1/4 
et independante de la valeur de r, voir question 2), au sein de l’ensemble de la descen- 
dance F2, mais avec des frequences respectives egales a (1 - r) et r au sein des seuls males de 
phenotype [corps noir, ceil brique]. Leur croisement avec une femelle rosy de genotype 
(A-h)ll(A-b) va permettre de tester la liaison genetique en estimant la valeur de r. 

En effet, les males F2 de genotype (a-B)ll(a-b) donneront pour moitie une descendance bllb 
de phenotype [ceil rose] et une moitie de descendants de genotype Bllb de phenotype [ceil 
brique] tandis que les males F2 de genotype (a-B)ll(a-B) ne donneront que des descendants 
Bllb de phenotype sauvage. 

• Si les genes A et B sont genetiquement independants les deux types de males F2 seront 
equifrequents (valeur de regale a 1/2); 

• Si les deux genes A et B sont genetiquement lies, r sera inferieur a 1/2 et done a (1 - r) et 
la frequence des males F2, capables de donner des descendants rosy, sera significativement 
inferieure a 1/2. 


C’est le cas ici puisque seuls 1 1 % des males F2 sont de genotype ( a-B)//(a-b ), ce qui permet 
de conclure a la liaison genetique des genes A et B. et au calcul de leur distance. En effet 
r=0,ll, la frequence de ces males capables de donner une descendance rosy; la distance 
genetique entre les genes A et B est egale a 1 1 ur. 


Les femelles F2 auraient tout aussi bien pu etre utilisees dans ce protocole ou on n’etudie pas 
la recombinaison mais ou on teste simplement la frequence des heterozygotes pour le couple 
d’ alleles B et b. 
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Pour obtenir des drosophiles de phenotype [corps noir, ceil rose], de genotype (a-b)//(a-b), il 
est judicieux de croiser entre eux les femelles et les males de genotype ( a-B)//(a-b ) qui 
donnent dans le croisement precedent line descendance rosy. 

Remarque. Lors de son croisement, la femelle doit etre vierge, on ne peut done 
1’ avoir testee et on ne peut savoir a priori quel est son genotype, alors que le male 
peut avoir ete teste par le croisement precedent. II suffit alors de faire un grand 
nombre de croisements individuels (dans des tubes separes) entre de tels males testes 
et des femelles vierges F2 de phenotype [corps noirs, ceil brique], et dans 11 % des 
tubes on verra apparaitre des descendants [corps noir, ceil rose]. 

4. a La souche A croisee avec la SSR donne une FI sauvage, ce qui permet de conclure a 
la recessivite des deux phenotypes mutants et d’interpreter l’observation de la FI de 
phenotype [oeil rose, soies sauvages] issu du croisement entre A et rosy par la conclusion 
que A et rosy sont mutees dans un meme gene (au moins un) implique dans le phenotype 
[ceil rose], puisqu’il n’y a pas de complementation fonctionnelle pour ce phenotype 
(chap. 5). 

On montre facilement que chaque difference phenotypique entre A et la SSR est sous la 
dependance d’un seul couple d’alleles (segregation 2/2 illustree par la segregation phenoty- 
pique 3/4 1/4 en F2), ce qui permet alors de preciser que A et rosy sont mutees dans un seul 
et meme gene, relativement au phenotype [ceil rose], 

4.b Contrairement a la situation genetique de la question precedente, les gametes parentaux 
sont porteurs, soit des deux alleles sauvages soit des deux alleles mutes, ce qui permettra 
d’estimer la distance genetique, en cas de liaison (tabl. 3.20). 

On note A et a, les alleles du gene implique dans la pigmentation de l’ceil (phenotype rosy) et C 
et c, les alleles du gene implique dans la forme des soies; la FI est (A ... C]H{a ... c). 

Tableau 3.20 Tableau de croisement des gametes pour deux genes. 
rest le taux de recombinaison chez les femelles; les frequences gametiques males 
sont donnees d'abord sous I'hypothese d'independance physique, ensuite sous 
cel le de liaison physique. 


Croisement 

FI x FI 

Gametes parentaux femelles 

Gametes recombines femelles 

gametes 

(AO 

(a, c) 

(Ac) 

(a, 0 

males 

(1 - r)l 2 

(1 - r)l 2 

r/2 

r/2 

(AC) 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

1/4 ou 1/2 

soies sauvages 

soies sauvages 

soies sauvages 

soies sauvages 

(a, c ) 

oeil rouge brique 

oeil rose 

oeil rouge brique 

oeil rose 

1/4 ou 1/2 

soies sauvages 

soies cylindriques 

soies cylindriques 

soies sauvages 

(Ac) 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

oeil rouge brique 

1/4 ou 0 

soies sauvages 

soies cylindriques 

soies cylindriques 

soies sauvages 

(a, 0 

oeil rouge brique 

oeil rose 

oeil rouge brique 

oeil rose 

1/4 ou 0 

soies sauvages 

soies sauvages 

soies sauvages 

soies sauvages 
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• Dans le cas de deux genes physiquement independants, les seize cases de ce tableau sont 
valides et equifrequentes (dans ce cas, la valeur de r est egale a 1/2), et on attend 9/16 de [ceil 
brique, soies sauvages], 3/16 de [ceil brique, soies cylindriques], 3/16 de [oeil rose, soies 
sauvages] et 1/16 de [oeil rose, soies cylindriques], 

• Dans le cas de deux genes physiquement lies, mais genetiquement independants, les 
gametes males sont exclusivement parentaux et les deux dernieres lignes du tableau ne 
doivent pas etre prises en compte. Comme r est egal a 1/2, on attend 5/8 de [oeil brique, soies 
sauvages], 1/8 de [oeil brique, soies cylindriques], 1/8 de [oeil rose, soies sauvages] et 1/8 de 
[oeil rose, soies cylindriques], 

Remarque. Du fait que les gametes parentaux sont porteurs, soit des deux alleles 
sauvages soit des deux alleles mutes, les quatre phenotypes sont observables, contrai- 
rement aux observations de la question precedente. 

• Dans le cas d’une liaison physique et genetique (valeur de r inferieure a 1/2), on observera, 
cette fois, les phenotypes avec des frequences egales a : 

/[ceil brique, soies sauvages] = [3(1 - r)l 4 + 2r/4] ; 

/[ceil brique, soies cylindriques] = r/4; 

/[ceil rose, soies sauvages] = r/4; 

/[ceil rose, soies cylindriques] = (1 - r)/4. 

On peut alors estimer la valeur de r, en posant que rl 2 = (72 + 7 3 )/ 1 000, soit r = 0,29 ou que 
(1 - r)/4 = 180/1 000, soit r = 0,28 ce qui est tres peu different. 

Remarque. Onretrouve 5/8, 1/8, 1/8 etl/8 si r= 1/2. 

On peut done conclure que les souches A et SSR sont mutees dans deux genes differents, 
physiquement lies, a une distance de 28 ur. 


Exercice 3.5 


En croisant deux souches pures de pois a fleurs pourpres et a fleurs blan- 
ches, on a obtenu des descendants FI homogenes a fleurs pourpres. Le 
croisement FI x FI a fourni 320 plantes F2, 142 a fleurs blanches et 178 a 
fleurs poutpres. Quelle est F interpretation la plus simple de ces resultats ? 

>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Modification des proportions classiques de segregation dans le cas d’ interaction 
entre genes. 

- Exemple de la couleur de la fleur chez le pois. 

(Voir pour la theorie le chapitre 4 de l’ouvrage genetique : genes et genomes de 
Rossignol et coll., Dunod, Paris, 2000). 


Solution. Le phenotype blanc est recessif. II n’y a pas segregation 2x2 chez la FI ; en effet 
les proportions observees divergent significativement des proportions attendues pour un 
couple d’alleles, soit 3/4-1/4, ce qui donnerait, pour un effectif total de 320 plantes, 240 a 
fleurs pourpres et 80 a fleurs blanches. 


Un test de % 2 donne une valeur de [(178 - 240) 2 /240] + [(142 - 80) 2 /80] = 48,05, hautement 
significative puisque tres superieure a la valeur seuil, au risque de 5 %, d’un % 2 a 1 degre de 
liberte, egale a 3,84. Les souches etudiees different done pour plus d’un gene. 
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Comme le croisement FI x FI ne laisse apparaitre en F2 que les deux phenotypes parentaux 
et que le phenotype a fleur blanche est recessif, on peut supposer que la souche pure de 
phenotype recessif est homozygote mutee pour, au moins, deux genes. 

Dans le cas de l’hypothese minimaliste de deux genes mutes, la souche blanche est de geno- 
type («//«; bllb) alors que la souche pourpre est homozygote [A//A; BUB}. 

La FI est un double heterozygote {Alla ; Bllb] dont la meiose fournit quatre types de gametes 
dont les frequences dependent du taux de recombinaison entre les deux genes (tabl. 3.21). 

Compte tenu des souches de depart et des observations de dominance en FI, il est possible 
d’attribuer un phenotype a dix des seize genotypes possibles, puisque la presence simultanee 
d’un allele A et d’un allele B conduit a la couleur pourpre, et que leur absence simultanee 
conduit a la couleur blanche. 

Tableau 3.21 Genotypes et phenotypes de la F2 

APRES UNION DES GAMETES ISSUS DE LA MEIOSE CHEZ LA FI. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


A, B (1 - r)l 2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)l 2 

A, B (1 - r)/2 

[pourpre] 

[pourpre] 

[pourpre] 

[pourpre] 

A, b r/2 

[pourpre] 

[?] 

[pourpre] 

[?] 

a, B r/2 

[pourpre] 

[pourpre] 

[?] 

[?] 

a, b ( 1 - r)l 2 

[pourpre] 

[?] 

[?] 

[blanc] 


Plusieurs hypotheses peuvent etre formulees pour les autres phenotypes et doivent etre vali- 

dees ou rejetees en fonction de leur coherence avec les resultats observes. 

- Si les plantes a fleurs blanches sont strictement de genotype double mutant {al/a; bllb] et 
que les deux genes sont independants, on s’attend a n’en observer que 1/16 (0,0625), ce 
qui n’est pas le cas (142/320 = 0,443 ~ 4/7). 

- Si, pour avoir le phenotype a fleurs blanches, il suffit d’etre homozygote alia ou bllb, et 
que les genes sont independants, on s’attend a avoir 9/16 [pourpre] et 7/16 [blanche], ce 
qui est le cas ici (voir exercice 3.3). 

Dans cette hypothese, les deux genes ont des effets phenotypiques « de meme nature », ils 
participent tous deux a la coloration de la fleur et la perte de fonction de l’un des genes est 
phenotypiquement equivalente a la perte de fonction de l’autre. Cependant, ils n’ont pas la 
meme fonction, sinon il suffirait d’ avoir A ou B pour etre colore ; ils ont done un « effet 
complementaire » dont la somme permet la coloration (e’est le cas des genes qui agissent 
dans la succession des etapes d’une chaine de biosynthese). 

Mais il faut envisager toutes les hypotheses avec deux genes afin de verifier si cette hypo- 
these, bien que conforme aux resultats, est la seule possible. 

- Si les plantes a fleurs blanches sont strictement de genotype double mutant {al/a', bllb] et 
que les deux genes sont lies, on s’attend a en observer plus que 1/16 (0,0625), ce qui est le 
cas (142/320 = 0,443 - 4/7). 
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Dans ce cas, tous les autres genotypes sont de couleur pourpre et il suffirait, sur le plan 
fonctionnel de n’ avoir que A ou B pour etre pourpre ; les deux genes auraient alors la meme 
fonction (ce qui est le cas quand on a des genes redondants). Les frequences de ces deux 
phenotypes s’ecrivent : 

/[pourpre] = (3 - 2 r + r 2 )/ 4 + r( 2 - r)/2 ; 

/Lblanc] = (1 - r) 2 /4 

d’ou on tire r = - 0,333, ce qui est incoherent sur le plan theorique, un taux de recombi- 
naison ne pouvant etre negatif. 

Une autre demonstration consiste a dire que r etant compris entre 0 et 1/2, la frequence des 
plantes a fleurs blanches ne peut etre comprise, sous cette hypothese, qu’entre 1/4 (0,25) et 
1/16 (0,0625), et que la valeur observee de 0,44 est hors de cet intervalle. Cette hypothese 
conduit a une incoherence theorique et doit etre rejetee, ce qui valide l’hypothese 
precedente. 

Conclusion : Quand deux genes independants ont des effets complementaires sur un meme 
phenotype, on observe chez la F2 issue du croisement Fix FI, une modification des propor- 
tions 9-3-3- 1 en un regroupement 9-7. 


Exercice 3.6 


La bourse a pasteur est une plante qui tire son nom de ses fruits en forme 
de bourse oblongue. On connait deux varietes constituant des souches 
pures ; la premiere presente un fruit rond et renfle (bourse pleine) alors que 
la seconde presente un fruit plus aplati (bourse vide). 

En croisant ces deux souches pures entre elles, on obtient des descendants FI 
homogenes [bourse pleine], Le croisement FI x FI a fourni 320 plantes F2, 
18 a [bourse vide] et 302 [bourse pleine]. Quelle est 1’ interpretation la plus 
simple de ces resultats ? 

>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Modification des proportions classiques de segregation dans le cas d’ interaction 
entre genes. 

- Exemple de la bourse a pasteur. 

(Voir pour la theorie le chapitre 4 de l’ouvrage genetique : genes et genomes de 
Rossignol et coll., Dunod, Paris, 2000). 


Solution. Le phenotype [bourse vide] est recessif. 

II n’y a pas segregation 2x2 chez la FI, en effet les proportions observees divergent signifi- 
cativement des proportions attendues pour un couple d’alleles, soit 3/4-1/4; ce qui donnerait, 
pour un effectif total de 320 plantes, 240 [bourse pleine] et 80 [bourse vide]. 

Un test de % 2 donne une valeur de [(302 - 240) 2 /240] + [(18 - 80) 2 /80] = 64,06 hautement 
significative puisque tres superieure a la valeur seuil, au risque de 5 %, d’un y 2 a 1 degre de 
liberte, egale a 3,84. Les souches etudiees different done pour plus d’un gene. 

Comme le croisement FI X FI ne laisse apparaitre en F2 que les deux phenotypes parentaux 
et que le phenotype a fleur blanche est recessif, on peut supposer que la souche pure de 
phenotype recessif est homozygote mutee pour, au moins, deux genes. 


Dans le cas de l’hypothese minimaliste de deux genes mutes, elle est de genotype (alia: bl/b) 
alors que la souche [bourse pleine] est homozygote {AHA ; BIIB } . 
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La FI est un double heterozygote [Alla ; HI lb } dont la meiose fournit quatre types de gametes 
dont les frequences dependent du taux de recombinaison entre les deux genes (tabl. 3.22). 

Compte tenu des souches de depart et des observations de dominance en FI, il est possible 
d’attribuer un phenotype a dix des genotypes possibles, puisque la presence d’un allele A et 
d’un allele B, chez la FI, conduit au phenotype [bourse pleine] et que leur absence simul- 
tanee conduit au phenotype [bourse vide]. 

Tableau 3.22 Genotypes et phenotypes de la F2 

APRES UNION DES GAMETES ISSUS DE LA MEIOSE CHEZ LA FI. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


A, B (1 - r)/2 

A, b r/2 

a, B r/2 

a, b (1 - r)l. 2 

A, B (1 - r)l 2 

[bourse pleine] 

[bourse pleine] 

[bourse pleine] 

[bourse pleine] 

A, b r/2 

[bourse pleine] 

[?] 

[bourse pleine] 

[?] 

a, 6 r/2 

[bourse pleine] 

[bourse pleine] 

[?] 

[?] 

a, b (1 - r)/2 

[bourse pleine] 

[?] 

[?] 

[bourse vide] 


Plusieurs hypotheses peuvent etre formulees pour les autres phenotypes et doivent etre vali- 
dees ou rejetees en fonction de leur coherence avec les resultats. 

- Si les plantes de phenotype [bourse vide] sont strictement de genotype double mutant 
{alia ; bllb} et que les deux genes sont independants, on s’attend a n’en observer que 
1/16 (0,0625), ce qui est peut etre le cas (18/320 = 0,056). 

Dans ce cas, tous les autres genotypes sont de phenotype [bourse pleine] et il suffirait, sur 
le plan fonctionnel de n’ avoir que A ou IS pour etre de phenotype [bourse pleine] ; les deux 
genes auraient alors la meme fonction, ce qui est le cas quand on a des genes redondants ou 
dupliques. 

On peut tester, en calculant un echantillon theorique de 320 plantes, la conformite des 
frequences observees par rapport aux valeurs theoriques 15/16 et 1/16. 

Le test de % 2 donne une valeur egale a [(302 - 300) 2 /300] + [(18 - 20) 2 /20] = 0,21, non 
significative puisque tres inferieure a la valeur seuil, au risque de 5 %, pour un y} a 1 degre 
de liberte, soit 3,84. 

Rejeter l’hypothese de conformite serait prendre un grand risque d’erreur; on accepte done 
cette hypothese genetique mais il convient, cependant, de verifier qu’une autre hypothese 
n’est pas possible. 

- Si, pour avoir le phenotype [bourse vide], il suffit d’etre homozygote alia ou bllb , et que 
les genes sont independants, on s’attend a avoir 9/16 [pourpre] et 7/16 [blanche], ce qui 
n’est pas le cas. 

Conclusion : Quand deux genes dupliques ou redondants, mais independants, ont des effets 
identiques sur un meme phenotype, on observe dans le croisement FI x FI, une modification 
des proportions 9-3-3-1 en un regroupement 15-1. 
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Exercice 3.7 

On distingue, chez la digitale pourpre, de nombreuses varietes presentant 
un phenotype pourpre, blanc, ou magenta; une couleur nettement plus 
claire que le pourpre. 

On dispose de deux souches pures, A de phenotype [pourpre] et B de 
phenotype [blanc], Le croisement A x B donne des FI de phenotype 
[blanc]. Le croisement FI x FI donne des descendants F2, dans les propor- 
tions suivantes, que vous interpreterez : phenotype [blanc] : 12/16; pheno- 
type [pourpre] : 3/16; phenotype [magenta] : 1/16. 

>- Niveau Licence (L3)/Definition des objectifs. 

- Modification des proportions classiques de segregation dans le cas d’ interaction 
entre genes independants. 

- Exemple de la digitale pourpre ( Digitalis purpurea ). 

(Voir pour la theorie le chapitre 4 de l’ouvrage genetique : genes et genomes de 
Rossignol et coll., Dunod, Paris, 2000). 

Solution. Le phenotype [blanc] est dominant. L’apparition en F2 d’un phenotype non 
parental permet de conclure que les deux souches different par plus d’un gene. 

Les proportions phenotypiques 12-3-1 laissent a penser qu’il peut s’agir de deux genes 
independants conduisant, dans le croisement FI X FI, a un rapport 9-3-3- 1 modifie en 
raison d’un regroupement phenotypique de deux classes correspondant l’une au 9/16, et 
l’autre au 3/16 classiquement observes lorsque deux genes gouvernent des phenotypes 
differents. 

Ici les deux genes gouvernent la coloration des fleurs de digitale et leur action n’est ni 
complementaire (on aurait un rapport 9-7), ni redondante (on aurait 15-1). 

Les souches etant pures et homozygotes pour des alleles differents, on peut ecrire ainsi leurs 
genotypes : 

- souche A : {all/al ; bll/bl } ; 

- souche B : { a2Ha2 ; b2llb2). 

Remarque. Bien que le phenotype [blanc] semble dominant, il est imprudent, du fait 
de f interaction entre les genes, de considerer que la souche B est homozygote pour 
un allele dominant dans chacun de ses deux genes. On utilise volontairement une 
notation al ou a2 qui indique l’origine de F allele sans prejuger de l’effet dominant ou 
recessif de celui-ci vis-a-vis de F allele de F autre souche. 


Les descendants FI seront de genotype {allla2\ bl//b2}, les F2 issus du croisement FI x FI, 
presenteront divers genotypes detailles par le tableau 3.23 de croisement des gametes. 
Connaissant le phenotype des souches parentales et de la FI, il est facile de completer le 
tableau pour les genotypes correspondants. Il reste a definir les phenotypes [M], [P], [X], 
[Y], [Z] et [V] correspondant aux nouveaux genotypes generes par la recombinaison 
genetique. 


Puisqu’on observe seulement 1/16 de [magenta], ce phenotype correspond a [M] ou a [P], 
Dans le premier cas, connaissant le genotype de la souche A, on doit conclure que le geno- 
type alllal conduit au phenotype [pourpre] si la fleur est blllbl pour F autre gene, et au 
phenotype [magenta] si elle est b2llb2. Dans le deuxieme cas, connaissant le genotype de la 
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Tableau 3.23 Genotypes et phenotypes de la F2 

APRES UNION DES GAMETES ISSUS DE LA MEIOSE CHEZ LA FI. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


al, bl 

al, b2 

a2, bl 

a2, b2 


(1 - r)l 2 

r/2 

r/2 

(1 - r)l 2 

a 7, bl (1 - r)/2 

[pourpre] 

[X] 

[V] 

[blanc] 

al, b2 rl 2 

[X] 

[M] 

[blanc] 

[Z] 

a2, bl rl 2 

[V] 

[blanc] 

[P] 

[V] 

a2, b2 (1 - r)l 2 

[blanc] 

[Z] 

[V] 

[blanc] 


souche A, on doit conclure que le genotype blllbl conduit au phenotype [pourpre] si la fleur 
est alllal pour F autre gene, et au phenotype [magenta] si elle est ci2lla2. 

En fait ces deux cas sont parfaitement symetriques, il suffit de remplacer formellement a 
par b et reciproquement. Considerons done que nous sommes dans la premiere situation 
[M] = [magenta] ; il convient maintenant d’obtenir une interpretation coherente pour le reste 
des resultats, autant sur le plan quantitatif (valeurs des proportions observees) que sur le plan 
fonctionnel (effet d’interaction entre les genes). 

Le phenotype [P] du genotype \a2Ha2\ blllbl } ne peut pas etre [pourpre], puisqu’avec le 
phenotype parental, leur somme ne representerait que 2/16 et que, somme avec l’un quel- 
conque des quatre autres phenotypes [X], [Y], [Z] ou [V], la somme des phenotypes 
[pourpre] representerait 4/16, alors que la frequence observee n’est que de 3/16. Le pheno- 
type [P] du genotype {ci2lla2\ blllbl } ne peut qu’etre [blanc], 

Il faut done determiner lequel des quatre phenotypes [X], [Y], [Z] ou [V] est le phenotype 
[pourpre], en fonction de l’interaction fonctionnelle entre les deux genes (tabl. 3.24). 

Tableau 3.24 Interaction fonctionnelle entre les genes et correspondance genotype/phenotype. 


Parent {alllal ; blllbl } [pourpre] 

Parent {a2//a2; b2//b2} [blanc] 

FI {al//a2; bl//b2} [blanc] 

F2 { alllal ; b2//b2 } [magenta] 

F2 {a2//a2; blllbl} [blanc] 


Le parent et le F2 [blanc] sont tous les deux a2lla2 alors que Fun est b2llb2 et l’autre blllbl ; 
le gene a semble done, par son genotype a2llci2, responsable de la couleur blanche (ou 
absence de coloration). 

Dans ce cas les deux alleles bl et b2 du gene b gouvernent respectivement la couleur pourpre 
et la couleur magenta; le parent blllbl et le F2 b2llb2 sont respectivement de couleur 
pourpre et de couleur magenta parce qu’au niveau du gene a, ils sont tous deux alllal et non 
a2lla2. 

Les differences genetiques au niveau du gene b ne s’expriment phenotypiquement que si le 
gene a presente un certain genotype, ici alllal. On dit que le gene a exerce un effet epista- 
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tique sur le gene b, et plus precisement que l’effet epistatique du gene a est exerce par son 
allele a2. 

La question est alors de savoir si l'effet epistatique de 1’ allele a2 est recessif ou dominant. Le 
fait que la FI soit de phenotype [blanc] montre que l’effet epistatique de ci2 est dominant. 

Si on considere que Fallele a2 a un effet dominant, tous les genotypes ci2lla2 comme alllci2 
seront blancs. Dans ce cas les phenotypes [Y], [Z] et [V] seront blancs et seul le phenotype [X] 
sera colore; ce qui conduira effectivement a 12/16 de [blanc]. 

Comme les phenotypes [X] sont colores et de type [pourpre], puisqu’on observe seulement 
1/16 de phenotype [magenta] represente par le phenotype [M], on doit en deduire que l’allele bl 
a un effet dominant sur Fallele b2, ce qui ne pouvait etre mis en evidence dans la FI du fait 
qu’elle etait allla2 et que l’effet epistatique dominant de a2 bloquait la coloration, et condui- 
sait a un phenotype [blanc]. 

On peut done reecrire les genotypes des deux souches, en utilisant des notations appropriees 
aux effets de dominance des alleles : 

- souche A : {alla\ BUB } ; 

- souche B : [AHA ; bllb\\ 

ou le couple d’alleles B-b gouverne respectivement les couleurs pourpre-dominant et 
magenta-recessif, et le couple A- a gouverne F absence de coloration-dominante et la presence 
de coloration-recessive. 

Remarque. Si on avait choisi le phenotype [P] pour magenta, on serait arrive aux 
memes conclusions, avec l’inversion des genes a et h: le premier gouvernant alors la 
couleur et le second la coloration. 

Conclusion : Quand deux genes sont independants et que Fun exerce un effet epistatique 
dominant sur l’autre, on observe dans le croisement FI x FI une modification des propor- 
tions 9-3-3-1 en un regroupement 12-3-1. 

Exercice 3.8 

On distingue, chez les chiens de la race Labrador, trois types de pheno- 
types de robe (couleur du pelage), la robe noire, la robe doree et la robe 
chocolat. On dispose de trois souches pures pour chacune de ces robes et 
on se propose d’etudier le determinisme genetique de ces phenotypes. 

1. La souche A [noire] est croisee avec la souche B [chocolat], les descen- 
dants FI sont tous de couleur noire. 

Les croisements FI x FI donnent 3/4 [noire] et 1/4 [chocolat]. Que peut- 
on en conclure ? Par quel autre type de croisement aurait-on pu arriver a la 
meme conclusion ? Quels auraient ete les resultats observes pour ce type 
de croisement ? 

2. La souche B [chocolat] est croisee avec la souche C [doree], les descen- 
dants FI sont tous de couleur noire. 

Le croisement d’un FI par un parent [doree] donne 50 % de [noire] 
et 50 % de [doree], mais les croisements FI x FI donnent 9/16 [noire], 
3/16 [chocolat] et 4/16 [doree]. 
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Concluez, en montrant que ces resultats sont coherents avec ceux de la 
question precedente. 

3. Quels seraient les resultats et 1’ interpretation genetique de l’analyse des 
croisements entre les souches [noire] et [doree] suivis par 1’ etude FI x FI 
ou test cross ? 

>• Niveau Licence /Definition des objectifs. 

- Modification des proportions classiques de segregation dans le cas d’ interaction 
entre genes independants. 

- Exemple de la race de chiens labrador. 

(Voir pour la theorie le chapitre 4 de l’ouvrage genetique : genes et genomes de 
Rossignol et coll., Dunod, Paris, 2000). 

Solution 

1. On a une segregation 2x2 typique d’un couple d’alleles qu’on notera A et a; la souche 
[noire] etant homozygote All A et la souche [chocolat] etant homozygote alia. Le phenotype 
[chocolat] est recessif devant le phenotype [noir]. Un test cross FI x parent chocolat aurait 
donne 50 % de descendants [noir] et 50 % de [chocolat], 

2. Les resultats de ce croisement sont inhabituels a plusieurs titres : 

- le phenotype de la FI n’est pas celui d’un des deux parents; 

- le test cross, meme s’il fournit des proportions 1/2- 1/2, ne presente pas la reapparition du 
phenotype parental [chocolat] qu’on devrait observer si les souches parentales differaient 
pour un seul gene ; 

- le croisement FI x FI permet la reapparition de ce phenotype parental mais ne presente 
pas les rapports 3/4- 1/4 typiques d’une segregation 2/2; au contraire, on observe les 
proportions modifiees d’une segregation 9-3-3- 1 pour deux genes independants, comme si 
deux classes de descendants, de frequence 3/16 et 1/16, presentaient un meme phenotype 
[doree], d’ou une proportion de 4/16. 

11 n’y a done pas de segregation 2/2; les souches B et C different pour au moins deux genes. 
Comme on sait que les phenotypes [noire] et [chocolat] dependent des alleles d’un meme 
gene, que tous les FI du croisement etudie sont [noire] et que les souches sont pures (homo- 
zygotes), on peut en deduire que la souche C est de genotype {A/M; cl/c}, ou c est F allele 
d’un gene qui gouverne la robe [doree], malgre la presence des alleles A sur le premier gene ; 
l’effet de F allele c est de bloquer l’expression de F allele A. Cet effet est recessif puisque les 
FI (A//a; Cl/c) sont de robe noire. 

La souche A est de genotype [A//A; CIIC} ou F allele C du deuxieme gene permet l’expres- 
sion de F allele A conduisant a la robe noire. La souche B [chocolat] serait alors [ alia ; CIIC). 

Le croisement de la souche B avec la souche C donne un double heterozygote pour les deux 
genes, ce qui conduit a un tableau a quatre gametes et aux proportions 9-3-3- 1 si les gametes 
sont equifrequents (independance genetique des deux couples d’alleles), et a un regroupe- 
ment pour une proportion de 4/16 de tous les genotypes die qui seront de robe doree, que le 
genotype soit AHA ou Alla ou alia (tabl. 3.25). 

II y a epistasie du deuxieme gene sur le premier, avec un effet recessif de l’allele epistatique. 

Conclusion : Quand deux genes sont independants et que l’un exerce un effet epistatique 
recessif sur l’autre, on observe dans le croisement FI x FI, une modification des propor- 
tions 9-3-3- 1 en un regroupement 9-3-4. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

3 • La recombinaison genetique, I'independance et la liaison genetique 87 


Tableau 3.25 Genotypes et phenotypes de la F2 

APRES UNION DES GAMETES ISSUS DE LA MEIOSE CHEZ LA FI . 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


A C (1 - r)l 2 

A, c r/2 

a, C r/2 

a, c (1 - r)/2 

A, C (1 - r)l 2 

[noire] 

[noire] 

[noire] 

[noire] 

A, c r/2 

[noire] 

[doree] 

[noire] 

[doree] 

a, C r/2 

[noire] 

[noire] 

[chocolat] 

[chocolat] 

a, c (1 - r)/2 

[noire] 

[doree] 

[chocolat] 

[doree] 


3. Le croisement des souches A [noire] de genotype (A//A; CIIC) et C [doree] (A//A; ell c) 
donnera des descendants FI de couleur noire. Les croisements FI x FI donneront 3/4 [noire] 
et 1/4 [doree], car tous les individus sont homozygotes pour le gene A; et le test cross 
donnera 50 % de [noire] et 50 % de [doree]. 

On conclura, avec justesse, qu’il y a segregation 2/2, et que les souches A et C ne different 
que pour un seul gene, ou un allele recessif c est responsable de la robe doree, et un allele 
dominant C est responsable de la robe noire. 

Rien ne peut laisser supposer que la couleur de la robe depend en fait d’un autre gene qui est 
sous la dependance epistatique du gene etudie dans les croisements entre souches A [noire] 
et C [doree]. Ce sont les resultats inhabituels des croisements entre souches B [chocolat] et 
C [doree] qui permettent cette conclusion. 

Exercice 3.9 

On croise, chez Drosophila melanogaster, une souche pure sauvage de 
reference (SSR), aux yeux [rouge brique], avec une souche A pure, presen- 
tant egalement des yeux de couleur sauvage [rouge brique] . 

Les individus FI ont des yeux [rouge brique], mais les croisements entre 
F 1 donnent chez les individus F2 : 

- phenotypes [rouge brique] : 13/16; 

- phenotypes [rouge vif] : 3/16. 

Interpretez ces resultats et proposez un moyen experimental permettant de 
choisir entre les deux conclusions possibles. 

>- Niveau Licence (L3)/Definition des objectifs. 

- Modification des proportions classiques de segregation dans le cas d’ interaction 
entre genes independants. 

- Exemple de la drosophile. 
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Solution. La simple observation des phenotypes F2, sachant que les souches parentales sont 
pures, conduit d’abord a des conclusions fonctionnelles. 

Les deux souches parentales ont le meme phenotype sauvage mais ne sont certainement pas 
toutes les deux de genotype sauvage. En effet, on voit apparaitre un phenotype mutant en F2, 
ce qui prouve l’existence d’une mutation conferant la couleur rouge vif chez la souche paren- 
tale A. Cette mutation est a l’etat homozygote puisqu’il s’agit d’une souche pure. Comme la 
souche A presente un phenotype sauvage, on doit en conclure qu’elle est aussi mutante dans 
un gene appele « suppresseur », dont l’allele mutant « supprime » l’effet de F allele conferant 
la couleur rouge vif, restaurant ainsi un phenotype sauvage [rouge brique] (chap. 7). 

Par ailleurs, sachant que les proportions observees constituent un rapport modifie de la suite 
classique 9-3-3- 1, les deux souches different pour deux genes independants. Comme il n’y a 
pas de crossing-over chez le male de la drosophile, on peut meme preciser que les deux genes 
en question sont physiquement independants. 

Les souches etant pures et homozygotes, on peut ecrire ainsi leurs genotypes : 

- souche SSR : {ci + //a + ; su + //su + } ; 

- souche B : { all a ; sullsu } . 

Remarque. On ne peut, pour F instant, definir les relations de dominance et de reces- 
sivite, et les alleles sont notes « + » quand il designe F allele de la souche SSR, 
su etant F allele ayant un effet suppresseur sur F allele a conferant la couleur rouge vif. 

Les descendants FI auront pour genotypes {a + //a; su + //su}, ce qui donnera, a l’issue du croi- 
sement FI x FI, les divers genotypes (tabl. 3.26) dont certains ont un phenotype connu. 

Tableau 3.26 Genotypes et phenotypes de la F2 

APRES UNION DES GAMETES ISSUS DE LA MEIOSE CHEZ LA FI. 


Gametes 
du premier 
parent FI 

Gametes du deuxieme parent FI 


a+ su + 

a + , su 

a, su + 

a, su 

a+, su+ 

[rouge brique] 

[X] 

[Y] 

[rouge brique] 

a + , su 

[X] 

[M] 

[rouge brique] 

[Z] 

a, su + 

[V] 

[rouge brique] 

[P] 

[V] 

a, su 

[rouge brique] 

[Z] 

[V] 

[rouge brique] 


Connaissant le phenotype des souches parentales et de la FI, il est facile de completer le 
tableau pour les genotypes correspondants. Il reste a definir les phenotypes [M], [P], [X], 
[Y], [Z] et [V] relatifs aux nouveaux genotypes generes par la recombinaison genetique, en 
fonction de l’effet de dominance ou de recessivite des alleles mutes, a et su, face aux alleles 
sauvages a + et su + (tabl. 3.27). 

Si F allele suppresseur su a un effet recessif, il n’y aura suppression que chez les homo- 
zygotes sullsu, et F allele su n’aura aucun effet chez les heterozygotes su + //su. Au contraire, 
si l’effet de F allele su est dominant il y aura un effet suppresseur aussi bien chez les sullsu 
que chez les su//su + . 
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Tableau 3.27 Combinaisons possibles de dominance et de recessivite. 

Pour les alleles mutants a et su vis-a-vis de leurs alleles sauvages respectifs a+ et su + , 
determination des six phenotypes [M], [P], [X], [Y], [Z] et [V] qui en resultent et du 
rapport 9-3-3-1 modifie qui en resulte. 


Dominance 
des alleles 
mutes 

Phenotype 
attendu 
de [M] 

a + //a + ; sullsu 

Phenotype 
attendu 
de [P] 

alia ; su*llsu + 

Phenotype 
attendu 
de [X] 

a + //a + ; su+l/su 

Phenotype 
attendu 
de [Y] 

a + //a; su+IIsLt 

Phenotype 
attendu 
de [Z] 

a + //a; sullsu 

Phenotype 
attendu 
de [V] 

alia] su+l/su 

Rapports 
[rouge 
brique] - 
[rouge vif] 

a dominant 
su dominant 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

13-3 

a dominant 
su recessif 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

7-9 avec 

FI [rouge vif] 

a recessif 
su dominant 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

15-1 

a recessif 
su recessif 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

[rouge brique] 

[rouge vif] 

13-3 


Le fait que la FI, de genotype su//su + , soit de phenotype [rouge brique] ne nous permet pas 
de trancher, car on ne sait pas si 1’ allele a est recessif ou dominant vis-a-vis de a + . Dans le 
premier cas (a recessif), peu importe que su soit recessif ou dominant, puisque de toute t'acon 
le phenotype [rouge brique] ne depend que de la seule presence de A ; dans le deuxieme cas 
(a dominant), cela prouverait que su Test aussi, puisqu’alors l’effet dominant de a devrait 
etre corrige par l’effet dominant de su, le FI etant su + //su. 

Le rapport observe 13-3 est compatible avec l’hypothese que les alleles mutes sont tous deux 
recessifs ou tous deux dominants. 

Remarque 1. Le deuxieme cas ( a dominant/™ recessif) conduirait a une FI [rouge 
vif], ce qui donnerait en F2 un rapport 7-9. Ce type de rapport a deja ete vu dans le cas 
ou deux genes ont des effets complementaires et ou le phenotype sauvage suppose la 
presence d’au moins un allele sauvage de chaque gene, mais on a alors 9 sauvages 
pour 7 mutants, alors qu’ici, dans le cas d’une suppression recessive d’une mutation 
dominante, on a 9 mutants pour 7 sauvages. 

Remarque 2. Le troisieme cas (a recessif/™ dominant) conduit a un rapport 15-1 deja 
vu dans le cas de deux genes redondants (voir exercice 3.6, sur la forme des fruits de 
la bourse a pasteur), or ce cas est formellement identique si on veut bien considerer 
que F allele sauvage d’un gene duplique joue le role de suppresseur dominant de tout 
allele mute recessif de 1’ autre gene ! 


Conclusion : Quand deux genes sont independants et que la mutation recessive de Fun voit 
son effet « supprime » par la mutation recessive de 1’ autre, on observe dans le croisement 
FI x FI, une modification des proportions 9-3-3-1 en un regroupement 13-3. II en est de 
meme si les mutations des deux genes sont toutes deux dominantes. 

Pour choisir entre les deux interpretations possibles du rapport 13-3, il suffit de faire un test 
cross entre les F2 [rouge vif] et un parents apportant un gamete (a; su). 


• Si les mutations a et su sont dominantes, tous les descendants F3 seront [rouge brique], 
puisqu’ayant regu, de toute fagon, a et su du parent A. 
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• Si les mutations a et su sont r ecessives, un tiers des descendants sera de phenotype [rouge 
vif]. En effet, 2/3 des F2 testes sont de genotype {alia', su + //su } et la moitie de leur gametes 
(a; su + ), en s’unissant aux gametes ( a ; su), donneront des genotypes {a//a; su + //su}, de 
phenotype [rouge vif] si la mutation su est recessive. 

Exercice 3.10 

Deux souches pures de drosophiles, A a yeux roses [r] et B a corps noir [n] 
ont ete croisees. Une FI homogene de phenotype sauvage a ete obtenue, a 
yeux rouge brique et cotps gris. 

Le croisement FI xFl donne les resultats suivants en F2 : [+] 45 %; 
[r] 30 % ; [n] 25 %. 

Interpretez ces resultats (nombre de genes mis en cause, liaison physique 
et genetique eventuelle, distances genetiques). 

>• Niveau Licence (L3)/Definition des objectifs. 

- Analyse de la segregation et de la recombinaison genetique. 

- Liaison physique et genetique. 

Solution. Ce probleme, qui parait simple a priori, suppose en fait une tres bonne maitrise de 
tous les concepts mis en oeuvre dans 1’ analyse genetique afin de poser, puis de resoudre les 
differentes questions dans un enchainement adequat. 

1 . Le phenotype sauvage de la FI permet de conclure que les phenotypes mutants sont recessifs, 
vis a vis des phenotypes sauvages. 

2. On supposera que les croisements reciproques ont ete faits, ce qui exclut toute localisation 
d’un des genes sur le chromosome X. 

3. Les deux souches croisees etant mutantes et de phenotype recessifs, on peut conclure 
qu’elles sont forcement mutees dans au moins deux genes differents, sinon l’absence de 
complementation fonctionnelle aurait conduit a un phenotype non sauvage de la FI (on 
exclut a priori l’hypothese d’un gene mute avec deux mutations aux effets differents, l’une 
sur la couleur de l'ceil, l’autre sur la couleur du corps pouvant conduire a une complementa- 
tion fonctionnelle intragenique en FI). 

II y a done au moins un gene mute implique dans la pigmentation du corps, et un autre gene 
mute implique dans celle des yeux. 

4. La question qui se pose alors est de savoir dans combien de genes sont mutees chacune des 
deux souches. Pour cela, il suffit de tester la segregation allelique 2/2 a la meiose de la FI 
pour chacun des phenotypes, sachant, compte tenu de la dominance, qu’une telle segregation 
conduira a 3/4 de sauvages et 1/4 de mutes. 

C’est le cas pour le phenotype de pigmentation du corps (75 % de « + » et 25 % de noirs) et 
on peut conclure que la souche B est un mutant simple, mute dans un seul des genes de 
pigmentation du corps qui sera note N (allele mute n). 

Ce n’est pas le cas pour le phenotype de coloration des yeux (70 % de « + » et 30 % de roses) et 
on doit conclure que la souche A est mutee dans au moins deux genes (mais pourquoi pas plus. . .). 
Plusieurs questions se posent alors : 

- la souche A est-elle mutee seulement dans deux genes ou plus ? 

- ayant denombre les genes mis en jeu, peut-on statuer sur leur independance genetique, 
voire physique (voir les exercices precedents) ? 

- en cas de liaison genetique, peut-on calculer leurs distances respectives ? 
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5. Nombre de genes mutes chez A : il convient de partir d’une hypothese minimaliste de 
deux genes mutes qui seront notes A et B (alleles mutes respectifs a et b). 

Le genotype de la FI est double heterozygote et peut s’ecrire (A ... B) II {a ... b) si on consi- 
dere que les pointilles figurent notre meconnaissance d’une eventuelle liaison entre les deux 
genes. 

On sait qu’il n’y a pas de crossing-over chez la drosophile male, mais on va etablir un tableau 
de gametes du croisement FI x FI (tabl. 3.28) dans la situation la plus large possible de deux 
genes physiquement independants, quitte a reduire ce tableau si les resultats attendus ne sont 
pas conformes aux observations (voir exercice 3.4), en designant par r le taux de recombi- 
naison entre les deux genes (frequence des gametes recombines). On delaisse, dans cette 
analyse, le gene /Vet ses phenotypes. 

Tableau 3.28 Tableau de croisement des gametes pour deux genes. 
r est le taux de recombinaison chez les femelles; chez les males les gametes sont 
equifrequents en cas d'independance physique, les gametes recombines sont 
absents en cas de liaison physique. 


Gametes 

males 

Gametes parentaux femelles 

Gametes recombines femelles 

(A 6) 

(1 - r)/2 

(a, b) 

(1 - r)/2 

(A b) 
r/2 

(a, 6) 
r/2 

(AS) 

oeil 

oeil 

oeil 

oeil 

1/4 ou 1/2 

sauvage 

sauvage 

sauvage 

sauvage 

(a, b) 

oeil 

oeil 

oeil 

oeil 

1/4 ou 1/2 

sauvage 

rose 

rose 

rose 

(A b) 

oeil 

oeil 

oeil 

oeil 

1/4 ou 0 

sauvage 

rose 

rose 

sauvage 

(a, B) 

oeil 

oeil 

oeil 

oeil 

1/4 ou 0 

sauvage 

rose 

sauvage 

rose 


• Dans le cas de deux genes physiquement independants, les seize cases de ce tableau sont 
valides et equifrequentes (dans ce cas la valeur de r est egale a 1/2), et on attend 9/16 
(56,25 %) de [sauvage], et 7/16 (43,75 %) de [ceil rose] ; ce qui n’est pas le cas et exclut done 
l’hypothese de deux genes physiquement independants. 

• Dans le cas de deux genes physiquement lies, mais genetiquement independants, les 
gametes males sont exclusivement parentaux et les deux dernieres lignes du tableau ne 
doivent pas etre prises en compte. 

Comme r est ici egal a 1/2, on attend 5/8 (62,5 %) de [ceil sauvage] et 3/8 (37,5 %) de [ceil 
rose], ce qui n’est pas le cas et exclut done cette hypothese. 

• Dans le cas d’une liaison physique et genetique (valeur de r inferieure a 1/2), on observera 
alors les phenotypes avec les frequences suivantes, obtenues par sommation des frequences 
des genotypes sous-jacents : 

/[oeil sauvage] = 1/2 + (1 - r)/4;/[ceil rose] = r! 2 + (1 - r)/4. 


Comme/[oeil rose] = 0,3, on en deduit facilement la valeur r= 0,2. 
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Les observations sont coherentes avec l’hypothese minimaliste de deux genes A et H distants 
de 20 ur. 

Remarque. Cette analyse a ete developpee sous une hypothese fonctionnelle implicite 
que les genes A et B etaient « complementaires », a savoir qu’il suffit d’etre alia ou hi lb 
pour avoir le meme phenotype mutant (exercice 3.5). On peut verifier que l’hypothese 
de deux genes redondants (exercice 3.6; seul le double homozygote recessif est de 
phenotype mute) est incoherente avec les observations. 

6. II convient maintenant de situer le gene N par rapport aux deux genes A et B, sachant qu’il 
sont lies, ce qui va limiter nos categories de gametes chez les males, mais non chez les 
femelles qui peuvent, avec un genotype triple heterozygote, former 8 types de gametes. 

Le genotype de la FI, pour les trois genes N, A et B, est triple heterozygote et peut s’ecrire 
(n . . . A-B)//(N . . . a-b ) si on considere que les pointilles figurent notre meconnaissance d’une 
eventuelle liaison entre le gene N et le bloc A-B; sans savoir, en cas de liaison, lequel de A, B 
ou /Vest central. On peut alors construire la F2 issue d’un croisement FI x FI par un tableau 
de croisement des gametes (tabl. 3.29). On note, pour simplifier, les seuls phenotypes mutes 
et les sauvages (voir enonce). 

Tableau 3.29 Genotypes et phenotypes resultant de l'union des gametes 
a l'issue d'un croisement FI x FI . 

r est le taux de recombinaison entre N et le bloc A-B et f celui entre A et B 
(f = 0.2), chez les femelles. Chez les males les gametes sont equifrequents en cas 
d'independance physique, les gametes recombines sont absents en cas de liaison 
physique. 


Gametes 

males 

Gametes femelles 

Parentaux 
pour les trois genes 

Recombines 

entre N 

et le bloc A-B 

Recombines 

entre A et B 

Double recombine 
entre N et le bloc, 
entre A et B 

(n ... A-B ) 

(1 - r)(1 - h) 
12 

(N ...a-b) 
(1 - r)(1 - d) 
12 

(n ... a-b) 
r (1 - d)/2 

(N ...A-B) 
rfl-0/2 

(n ... A-b) 
(1 - r) r72 

(N ... a-B) 
(1 - r) r/2 

(n ... a-B) 
rr 12 

(N ...A-b) 
n '12 

(n ... A-B) 
1/4 ou 1/2 

n 

+ 

n 

+ 

n 

+ 

n 

+ 

{N ... a-b) 
1/4 ou 1/2 

+ 

r 

r 

+ 

r 

r 

r 

r 

[n ... a-b) 
1/4 ou 0 

n 

r 

r 

+ 

n, r 

r 

n, r 

r 

(N ... A-B) 
1/4 ou 0 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


• En cas d’independance physique de N, les 32 cases du tableau sont valides et on devrait 
observer des phenotypes double mutes [noir, rose], ce qui n’est pas le cas et exclut cette 
hypothese. II y a done liaison physique des trois genes. 
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• Puisqu’il y a liaison physique, la question se pose de savoir si N est central (entre A et B) 
ou exterieur au segment A-B. Le tableau 3.29 a ete construit sous cette deuxieme hypothese 
(voir frequence des gametes double recombine); il permet, en ne considerant que les deux 
premieres lignes, seules valides pour les gametes males, de calculer les frequences des trois 
phenotypes, en sommant celles des genotypes sous-jacents, soit : 

/[+] = (1 - r)(l - r')/2 + r( 1 - r')/2 + (1 - r)r7 4 + rr'/4 = (1 - r)t 2 + r'/4 = (2 - /)/ 4 
/[ r] = (1 - r)(l - r')/4 + r(l - /)/ 4 + (1 - r)r'/2 + r/l 2 = (1 - r)/4 + //2 = (1 + r')!4 
/[ n] = (1 - r)( 1 - r')/4 + r(l - / )/4 + (1 - r)//4 + r//4 = (1 - r)/4 + r/4 = 1/4 
L’avantage de ces formules algebriques est de pouvoir montrer immediatement, et sans ambi- 
guite, que les frequences sont ici independantes de la valeur de r et ne dependent que de la 
valeur de r . 

Quelle que soit la valeur de r, la frequence/[n] est egale a 1/4 et correspond a la segregation 
du couple d’ alleles N/n, la frequence des sauvages pour le phenotype de couleur du corps 
obtenu egale a/[+] +/[ r] = 3/4. 

Les frequences/[+] et/[r] ne dependant que du taux de recombinaison entre A et B sont obli- 
gatoirement egales a 0,45 et 0,30 et ne peuvent pas permettre de situer N par rapport au bloc 
A-B (liaison ou independance genetique), dans l’hypothese ou il serait exterieur au segment 
A-B. 

Il reste a traiter l’hypothese ou N serait situe entre A et B. 

Dans le cas ou N est central, le tableau de croisement des gametes comporte les memes lignes 
et les memes colonnes, mais il convient de modifier les frequences des gametes : 

• en prenant r frequence de recombinaison entre ,4 et /V et r frequence de recombinaison 
entre /V et B ; 

• en considerant que les gametes doubles recombines sont dans ce cas A-N-B et a-n-b 
(frequence r ■ r 12). 

Les sommes algebriques sont alors egales a 


„ 2 — r — r' + 2rr' 

/M = 


(2-RM4 


m 


2 + r + r' - 2 rr' 
4 


(2 + B)/4 


m = 1/4 

ou R = r+ r - 2 rr, le taux de recombinaison entre A et B (voir page 53). 

Au bout du compte les informations apportees par le croisement etudie permettent de 
montrer la liaison physique de N avec A etB mais laissent indeterminee sa position centrale 
ou externe, et dans ce dernier cas, son eventuelle independance genetique. 
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Chapitre 4 


L'analyse de tetrades 


4.1 INTRODUCTION 


L’un des fondements de l’analyse genetique repose sur l’analyse des produits de la 
meiose. La segregation des genes permet entre autres de les denombrer, de les carto- 
graphier. parfois rneme de preciser leur type d’interaction (exercices 3.5 a 3.8). 

La segregation allelique a la meiose conduit a la formation de gametes dont le 
contenu genetique n’est pas directement deductible, sauf si on etudie des organismes 
ayant une phase haploide non reduite aux gametes, comme les fougeres ou les 
champignons. 

Chez les organismes diplobiontiques, oil la phase haploide est reduite aux 
gametes, le contenu genetique de ceux-ci est deduit de l’analyse qualitative (variete 
des phenotypes) et quantitative (frequence des divers phenotypes) des descendants 
issus du croisement de l’organisme chez lequel on etudie la meiose et d’un autre 
organisme dont les gametes s’unissent a ceux du premier (croisement F 1 x FI ou test 
cross, ou autres...). 

On a tire des observations cytologiques de la meiose et de l’analyse de ses conse- 
quences genetiques, notamment chez la drosophile, la theorie chromosomique de 
l’heredite, la notion de recombinaison genetique par brassage chromosomique 
quand les genes sont physiquement independants ou par crossing-over quand ils sont 
physiquement lies, les notions de liaison genetique et de distance genetique quand 
les genes sont physiquement lies et suffisamment proches pour que leurs alleles 
respectifs cosegregent, avec une certaine frequence, a la meiose. 

Le mecanisme de la meiose et ses consequences genetiques, dont la recombi- 
naison, ont pu etre precises par l’etude genetique de champignons particuliers, les 
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ascomycetes. Chez ces champignons, les spores haploides resultant de la meiose, 
restent enfermees dans un sac nomme usque. L’isolement d’un asque, puis des 
quatre spores qu’il renferme permet alors d’entreprendre l’analyse isolee des quatre 
produits d’une meme meiose, la tetrode. 

Cette analyse de tetrades revet une grande importance. Elle a d’abord permis de 
« visualiser » directement ce que les etudes genetiques par croisement n’avaient fait 
qu’imaginer sur le comportement des genes durant le processus segregatif; et cette 
validation experimentale directe de la theorie est un point capital d’un point de vue 
epistemologique. L’analyse de tetrades a ensuite permis de decouvrir ou de preciser 
plusieurs phenomenes que 1’ analyse « en vrac » des gametes, la seule possible chez 
tous les autres organismes, ne permettait pas d’ identifier ou de mesurer avec preci- 
sion, comme la pre ou la postreduction, la distance d’un gene a son centromere ou la 
conversion genique. 

Bien plus, l’analyse de tetrades, parce qu’elle permet d’identifier sans ambiguite 
les spores de genotype recombine, permet d’etablir leur phenotype, ce qui en fait un 
outil d’ analyse fonctionnelle largement utilise dans l’analyse des revertants et des 
suppresseurs (chapitre 7). 

On distingue deux types d’ ascomycetes selon que la meiose y donne des tetrades 
ordonnees ou inordonnees. Dans le premier cas les plans successifs des metaphases 
des meioses I et II restent paralleles entre eux et les spores qui en resultent restent 
ordonnees selon un axe perpendiculaire a ces deux plans, de sorte qu’il est possible 
d’identifier, de separer puis d’etudier les spores issues de la meiose II, ce qui permet 
alors d’identifier sans ambiguite les segregations alleliques survenues lors de la 
meiose I. 

Par ailleurs, chez certains ascomycetes, la meiose est suivie d’une mitose condui- 
sant a huit spores haploides, normalement identiques deux a deux, d’ou une interpre- 
tation encore plus fine de l’analyse de tetrades. 


4.2 LA PRE ET LA POSTREDUCTION 

La meiose chez un heterozygote A//a, porteur de deux alleles differents d’un meme 
gene, se traduit par une segregation 2/2, signifiant que deux des quatre gametes sont 
porteurs de 1’ allele A et les deux autres de 1’ allele a (chap. 2); la meiose, pour un 
couple d’ alleles, donne deux types de gametes equifrequents. 

La meme etude, chez des ascomycetes a tetrades ordonnees, donne le meme 
resultat quant aux gametes, mais permet de distinguer six types d’asques differents, 
en fonction d’un evenement survenu a la meiose, identifiable par l’analyse de 
tetrades mais inaccessible dans l’analyse des gametes en vrac. 

Cet evenement est l’absence ou la survenue d’un crossing-over entre le locus du 
gene et son centromere qui, selon les cas, aboutira a des asques differents, mais 
toujours a une segregation 2/2. 

II suffit, pour s’en rendre compte, d’entreprendre une analyse concrete de la 
meiose pour un couple d’ alleles, en se rappelant que les spores, par leur disposition 
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ordonnee, permettent de reconstituer la disposition des plans metaphasiques des 
deux etapes de la meiose et, par consequent, le chemin segregatif des alleles. 

Chez Neurospom crassa (moisissure rouge du pain), la derniere cellule haploide 
d’un thalle (de signe sexuel +) peut fusionner avec la cellule haploide d’un autre 
thalle (de signe sexuel -) ; la cellule diploide ainsi constitute entre immediatement 
en meiose, suivie d’une mitose supplementaire qui double le nombre de spores; 
celles-ci sont done identiques deux a deux. Les spores sont ordonnees du has de 
l’asque (en contact avec le reste du thalle haploide) vers le haut de l’asque (extremite 
superieure, non en contact avec le reste du thalle). 

En croisant deux thalles, A issu d’une spore noire et a issu d’une spore blanche, on 
genere une cellule diploide, heterozygote pour le couple d’ alleles Alla du gene qui 
gouverne la coloration des spores. 

II existe six dispositions metaphasiques a la meiose I, selon qu’un crossing-over 
est survenu ou non entre le locus du gene et son centromere, et, dans ce premier cas, 
selon la paire de chromatides impliquee (on supposera ici qu’il ne peut se produire 
qu’un seul CO entre le locus du gene et le centromere). 

• Les meioses sans crossing-over presentent deux dispositions possibles conduisant 
a deux types d’asques differents (fig. 4.1), a la suite de la separation des centromeres 


Haut 

de I’asque 



Figure 4.1 Deux types d'asques issus d'une meiose sans crossing-over 
entre le locus du gene et le centromere. 
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a la meiose I, puis de leur disjonction a la meiose II, la mitose ne faisant que dupli- 
quer les spores. 

Dans ces deux meioses, il y a eu prereduction, les deux alleles A et a ont ete separes 
des la meiose I, ce qui se traduit par 1’ observation d’asques ou les quatre spores du haut 
sont identiques entre elles et les quatre spores du bas egalement (demi-asques homo- 
genes). Ces deux types d’asques sont effectivement observes avec des frequences 
egales; cette observation est la demonstration experimentale de l’hypothese inferee 
depuis la naissance de la theorie chromosomique de l’heredite, a savoir que la dispo- 
sition des paires de chromatides a la metaphase de la meiose I est aleatoire. 

Si on designe par p la probabilite d’ avoir un crossing-over entre le gene et son 
centromere, (1 - p) represente la probabilite de ne pas en avoir, c’est-a-dire la 
frequence des meioses sans crossing-over ; la frequence de chacun de ces deux types 
equifrequents de tetrades prereduites est egale a (1 — p)l 2. 

• Les meioses avec crossing-over presentent huit dispositions possibles, selon la 
disposition aleatoire des centromeres et selon la paire de chromatides impliquee, 
conduisant a quatre types d’asques differents (fig. 4.2 a 4.5). 


Haut 

de I’asque 



Figure 4.2 Crossing-over entre les chromatides 2-3. 
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Figure 4.3 Crossing-over entre les chromatiques 1-3. 
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Figure 4.4 Crossing-over entre les chromatides 2-4. 
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Figure 4.5 Crossing-over entre les chromatides 1-4. 


Dans toutes ces meioses, il y a eu postreduction, les deux alleles A et a n’ont pas 
ete, du fait d’un crossing-over entre le locus du gene et son centromere, separes des 
la meiose I, mais n’ont ete disjoints qu’a Tissue de la meiose II, ce qui se traduit par 
l’observation de demi-asques heterogenes, avec deux spores noires et deux spores 
blanches. 

II faut noter que si Theterogeneite des demi-asques est la consequence de la 
postreduction (survenue d'un crossing-over), la disposition relative des spores 
blanches et noires est la consequence ou le reflet de la disposition aleatoire des 
centromeres et des deux chromatides impliquees par le crossing-over, lors de la 
meiose I. II existe ainsi deux dispositions centromeriques conduisant, a Tissue 
d’un crossing-over, a des asques avec quatre spores centrales noires, mais dans un 
cas le crossing-over affecte les chromatides 1 et 3, dans T autre les chromatides 2 
et 4. 

Les quatre types d’ asques sont observes et presentent des frequences egales, ce 
qui signifie clairement que chacun des quatre types de crossing-over est equifre- 
quent ou equiprobable, ce qui constitue une demonstration experimentale d’une 
autre hypothese concernant la meiose, a savoir que les deux chromatides non-soeurs 
affectees par un crossing-over sont designees aleatoirement. 
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Si on designe par p la probabilite d’ avoir un crossing-over entre le gene et son 
centromere, c’est-a-dire la frequence des meioses avec crossing-over, la frequence 
de chacun de ces quatre types equifrequents de tetrades postreduites est egale 
a p/4. 

Conclusions : L’analyse de tetrades ordonnees a permis de « valider » experimen- 
talement deux hypotheses sur la meiose : 

- d’une part, l’equifrequence des deux types d’asques prereduits valide l’hypothese 
de la migration aleatoire, vers chacun des poles, de chacun des deux centromeres 
d’une paire de chromatides homologues, lors de la meiose I; hypothese qui fonde 
la theorie de la recombinaison genetique par brassage chromosomique (pour les 
genes physiquement independants) ; 

- d’autre part, l’equifrequence des quatre types d’asques postreduits valide 
1’ hypothese selon laquelle les deux chromatides impliquees par un crossing- 
over sont designees aleatoirement ; hypothese qui fonde la theorie de la 
recombinaison genetique par crossing-over (pour les genes physiquement 
lies). 


Remarque. Les phenomenes de pre et de postreduction ne sont pas percepti- 
bles quand on etudie les gametes « en vrac », mais existent dans toutes les 
meioses de tous les organismes, et doivent etre presents a l’esprit dans 
certaines conditions particulieres, notamment quand on s’interesse aux ovules 
produits chez les vertebres (dont l’homme, notamment lors d’hypothetiques 
diagnostics preconceptionnels !). 

En effet la meiose s’y deroule au sein d’un ovocyte, avec remission de deux 
globules polaires, apres la meiose I, puis apres la meiose II, de sorte que 
l’ovocyte ne produit pas quatre gametes mais un seul, l’ovule. 

En consequence, on peut avoir acces a l’etude de la pre et de la postreduction 
dans des conditions exceptionnelles (exercice 4.5) ou meme, aujourd’hui, dans 
des conditions « banales », quand l’analyse moleculaire du premier globule 
polaire est entreprise sur l’ovocyte preleve avant fecondation in vitro. Identi- 
fier, chez une femme porteuse saine d’une mutation pathologique, la presence 
de cette mutation dans l’ADN du premier globule polaire ne serait evidem- 
ment pas une garantie que l’ovule contiendra l’allele non pathologique; ce 
serait le cas s’il y a eu prereduction, car les deux alleles mutes seraient dans le 
premier globule polaire. Ce ne serait pas le cas s’il y a eu postreduction, 
puisque la meiose II aura a separer les deux alleles fonctionnel et patholo- 
gique qui demeurent dans la cellule fecondable, sans qu’on puisse savoir si la 
fecondation aboutira a 1’ expulsion de l’allele pathologique dans le deuxieme 
globule polaire, avec une chance sur deux, ou a celle de l’allele fonctionnel, 
avec un risque sur deux ! 
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4.3 LA DISTANCE DU LOCUS D'UN GENE 
A SON CENTROMERE 

De la meme maniere que la frequence de gametes recombines entre deux genes 
physiquement lies depend de leur distance, la frequence des asques post-reduits 
dependra de la distance entre le locus du gene et son centromere. 

Aussi, de la meme maniere qu’on peut estimer la distance entre deux genes (gene- 
tiquement lies) a travers leur frequence r de recombinaison, de la meme maniere, il 
sera possible d’estimer la distance d’un gene a son centromere a travers sa frequence p 
de post-reduction, a condition que la valeur de p soit inferieure a une certaine valeur, 
de la meme fa 5 on que r doit etre inferieure a Vi pour qu’on puisse conclure a une 
liaison genetique et calculer une distance. Nous allons montrer que la valeur limite de 
p est egale a 2/3, alors que la valeur limite de r est egale a Vi. 

En effet p, la frequence de post-reduction n’est pas egale a la probabilite qu’un 
CO survienne entre le locus du gene et son centromere, car il peut, quand le gene est 
assez eloigne, survenir deux CO qui, selon les chromatides impliquees, peuvent 
conduire soit a une pre-reduction, soit a une post-reduction. Ainsi p est une frequence 
(ou une probabilite) qui tient compte d’une multitude d’evenements possibles et non 
du seul evenement d’un CO entre le gene et son centromere. 

• Si la distance du locus du gene au centromere est nulle, aucun crossing-over ne 
survient dans aucune meiose, et la valeur de p est nulle. 

En inversant la proposition, on peut conclure d’une absence de postreduction (sur 
un grand nombre de meioses) que la distance du gene a son centromere est nulle, ou, 
en tout cas, suffisamment faible pour qu’ aucun crossing-over ne soit survenu sur le 
nombre de meioses etudiees. 

• Si la distance du locus du gene a son centromere est telle qu’un crossing-over au 
plus peut survenir dans quelques meioses, on peut mesurer la distance a partir du 
taux p de postreduction, par analogic au calcul de la distance genetique en unites de 
recombinaison. La distance genetique en unites de recombinaison est egale a la 
frequence de gametes recombines multipliee par cent (chap. 3). La frequence des 
gametes recombines etant une visualisation ou une mesure plus ou moins exacte des 
chromatides remanies par un crossing-over entre les locus des deux genes. 

Par analogic, la distance D entre le locus d’un gene et son centromere est estimee 
par la frequence (multipliee par cent) des chromatides « remaniees » entre le centro- 
mere et le locus du gene. Celles-ci ne concernent que la rnoitie des spores d’un asque 
postreduit, aussi la frequence des chromatides remaniees par un crossing-over entre 
le gene et son centromere est egale a p/2, d’oii : 

D = pi 2 x 100, en unites de recombinaison par postreduction (uip). 

Remarque. On vena plus loin, qu’en toute rigueur il ne faut pas confondre les 
unites de recombinaison par crossing-over (notees ur) et celles par post- 
reduction (urp). 
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• Si la distance du locus du gene a son centromere est telle qu'au rnoins un. voire 
plusieurs crossing-over peuvent survenir dans une meiose, la postreduction devient 
tres frequente et tend vers une lirnite egale a 2/3, ce qui se demontre aisement : 

- quand un gene est tres eloigne de son centromere, le nombre de crossing-over est 
tel que les quatre exemplaires du gene segregent independamment les uns des 
autres ; 

- le premier des deux alleles A peut segreger a la meiose I avec le deuxieme allele 
A, evenement de probabilite egale a 1/3 (sur les trois alleles restants, seul l’un 
d’entre eux est A), ce qui conduit a une prereduction; 

- le premier des deux alleles A peut segreger a la meiose I avec l’un des deux alleles a, 
evenement de probabilite egale a 2/3 (sur les trois alleles restants, deux d’entre 
eux sont a), ce qui conduit a une postreduction. 

Cette valeur lirnite p = 2/3 de la postreduction definit la lirnite au-dela de laquelle 
l’estimation d’une distance d’un gene a son centromere n’est plus possible, puisqu’alors 
deux genes tres distants du centromere presenteront tous deux des taux de postreduc- 
tion egaux a 2/3, bien que leurs distances au centromere puissent etre tres differentes 
mais qu’elles sont toutes deux suffisamment grandes pour entrainer une segregation 
independante des alleles de chacun des genes par rapport au centromere. 

On ne peut done estimer la distance d’un gene a son centromere que s’il n’y a pas 
de segregation independante entre le centromere et les alleles de ce gene ; done si la 
frequence p de postreduction est strictement inferieure a 2/3. 

Remarque 1. La valeur lirnite de l’estimation de la distance au centromere 
est done egale a 33 uip (2/3 x 1/2 x 100) ce qui n’est pas la lirnite de la 
distance de recombinaison entre deux genes par crossing-over, egale a 50 ur 
(1/2 x 100). Cette difference vient de ce que le centromere ne se comporte pas 
du tout cornme un gene. En effet, il n’y a jamais de disjonction a la meiose I 
pour un centromere joignant des chromatides soeurs, alors qu’il peut y avoir, 
en raison des crossing-over, une disjonction des alleles des genes portes par 
ces rnemes chromatides sceurs ! 

Remarque 2. Tout cornme la distance genetique de recombinaison, la distance 
cartographique au centromere est bien estimee quand elle est suffisamment 
petite pour qu’un crossing-over au plus survienne entre le gene et son centro- 
mere, puis devient sous-estimee des que deux crossing-over peuvent survenir. 
En effet, dans ce cas, les deux crossing-over peuvent affecter les memes chro- 
matides, ou les quatre chromatides, et redonner de la prereduction, la rnesure 
de la postreduction ne permettra pas de comptabiliser ces asques prereduites 
dont certaines spores sont pourtant porteuses de chromatides remaniees, et 
rneme doublement remaniees. 

Remarque 3. Chez des ascomycetes cornme Saccharomyces cerevisiae 
(levure de boulangerie) ou Aspergillus nidulans (moisissure verte du pain), les 
tetrades sont inordonnees, et il n’est pas possible de ce fait, d’analyser la pre 
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et la postreduction, ou de cartographic!' les genes par rapport a leur centro- 
mere, du rnoins directement, car cela est possible indirectement avec des 
marqueurs centromeriques (voir exercices). 


4.4 L'ETUDE DE L'INDEPENDANCE ET DE LA LIAISON 
GENETIQUE PAR L'ANALYSE DE TETRADES 

L’ analyse de tetrades, pour une rneiose affectant deux genes representes par deux 
couples d’ alleles, permet de definir toutes les configurations possibles de meioses 
inaccessibles dans 1’ etude de gametes en vrac et de preciser certains aspects de la 
rneiose souvent meconnus ou trop simplifies. 

4.4.1 Analyse de tetrades pour deux genes physiquement 
independants 

a) Trente-six configurations possibles de la rneiose 

Le croisement d’une souche haploide {A; B} par une souche haploide {ci \ b} donne 
une cellule diploide {Alla ; B/lb}. Pour chacun des deux genes on a (voir plus haut) six 
configurations possibles, deux prereduites et quatre postreduites, et sous l’hypothese 
qu’une paire d’homologues segrege independamment d’une autre paire d’homolo- 
gues, on peut prevoir 6x6 = 36 configurations possibles non superposables (tabl. 4.1). 

Dans un organisme ou survient une rnitose supplementaire le stock des spores est 
double, sans que cela change la configuration; on s’abstiendra done de cette rnitose. 
Les taux de postreduction pour les couples d’ alleles A/a et Bib sont respectivement 
figures par p et q. 

L’ analyse de tetrades totalement ordonnees (avec haut et bas), pour deux genes 
physiquement independants, permet effectivement l’observation de ces 36 types 
d’asques non superposables, avec des frequences egales aux valeurs prevues sous 
l’hypothese d’une segregation independante des paires d’homologues, soit le produit 
des frequences marginales fonction de p et q. 

La coherence entre previsions et observations constitue bien une validation expe- 
rimentale directe du fait, qu’a la rneiose, les paires d’homologues differents segre- 
gent independamment l’une de 1’ autre. 

Remarque. Si on dispose d’asques ordonnes sans haut ni bas, les asques sont 
identiques deux a deux, sauf le dernier carre en bas a droite du tableau, ce qui 
reduit a vingt le nornbre de configurations differentes de la rneiose. 

b) Definition des ditypes parentaux ou recombines et des tetratypes 

Les 36 types d’asques peuvent etre, si on ne tient plus compte de l’ordre des spores 
dans l’asque, regroupes en trois types d’asques : 

- les ditypes parentaux (DP) avec quatre spores, deux a deux identiques a chacun 
des deux types parentaux, ici {A; B} et {a\b}\ 
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- les ditypes recombines (DR) avec quatre spores, deux a deux identiques a chacun 
des deux types recombines possibles, ici {A; b } et {«; B ] ; 

- les tetmtypes ( T ) avec quatre spores, toutes de genotypes differents, deux de type 
parental, ici {A; B} et {n; b], et deux des deux types recombines possibles, ici 
{A; b} et {a\ B }. 

Remarque 1 . La meiose donne systematiquement un tetratype quand un seul 
des deux genes est postreduit. Le fait qu’une meiose puisse donner quatre 
gametes differents est souvent occulte dans les schemas simplistes de la 
meiose (fig. 3.1) qui, n’envisageant pas (par simplicite legitime) la possibilite 
de crossing-over entre un gene et son centromere, concluent faussement que 
la meiose de deux genes physiquement independants donne soit quatre 
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gametes parentaux soit quatre gametes recombines (DP ou DR du premier 
carre en haut a gauche, correspondant a la double prereduction). 

Remarque 2. Quand les deux genes sont postreduits, on aura des DP, des DR 
ou des T, en fonction des paires de chromatides impliquees par chacun des 
crossing-over sur chacune des paires d’homologues (tabl. 4.2, on peut obtenir 
les resultats rapportes en detaillant les dispositions metaphasiques sur des 
schemas a faire a titre d’exercice) : 

>- on obtient des DP si les deux crossing-over impliquent, sur chaque paire 
d’homologues, des paires de chromatides non-sceurs situees dans deux 
mernes plans differents (ex. 1-4 puis 1-4); 

>- on obtient des DR si les deux crossing-over impliquent, sur chaque paire 
d’homologue, des paires de chromatides non-sceurs situees dans quatre 
plans differents (ex. 1-4 puis 2-3) ; 

>- on obtient des T si les deux crossing-over impliquent, sur chaque paire 
d’homologue, des paires de chromatides non-sceurs situees dans trois plans 
differents (ex. 1-4 puis 1-3). 

Tableau 4.2 Types o'asques en fonction de la position des chromatides impliquees 

PAR UN CROSSING-OVER SUR LA PAIRE D'HOMOLOGUES. 



Portant le couple d'alleles A/a 

portant le couple B/b 


1-4 

2-4 

1-3 

2-3 

DP 

DR 

T 

T 

1-4 

DR 

DP 

T 

T 

2-4 

T 

T 

DP 

DR 

1-3 

T 

T 

DR 

DP 


c) Frequences des types d'asques et de gametes 

II est aise, a partir du tableau des 36 configurations, de montrer que : 

/(DP) =/( DR) = (1 -p)( 1 - q)/2 +pq/4 
et 

f{T) = p{\ - q) + q{\ -p)+pq/2 


Compte tenu de la composition de chaque type d’asques, en gametes paren- 
taux (GP) et/ou recombines (GR), il est facile de montrer que : 

/( GP) =/(GR) =/( DP ou DR) +f(T)/2 
soit 

/(GP) =/( GR) = 1/2 















Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

4 • L'analyse de tetrades 107 


On retrouve evidemment, avec l’analyse de tetrades, le resultat connu que deux 
genes physiquement independants sont genetiquement independants (equifrequence 
des gametes parentaux et recombines). 

d) Valeurs limites des frequences des trois types d'asques 

Avec ses trois classes d’asques, l’analyse de tetrades fournit une information plus 
riche que l’analyse genetique habituelle avec ses deux classes de gametes. 

De cette information plus riche, on peut tirer souvent des conclusions cartographi- 
ques, comrne l’independance physique de deux genes, inaccessibles par l’analyse 
des classes gametiques (voir plus loin). Le traitement de cette information suppose 
de connaitre le domaine de variation des frequences des trois types d’asques. 

• Si les deux genes sont tres proches de leurs centromeres respectifs, ils ne seront 
jamais postreduits et le tableau se reduit au carre des quatre double prereductions, en 
haut a gauche du tableau des 36 configurations. On a alors : 


/(DP) =/( DR) = 1/2 
et 

/( T) = 0 


ce qu’on obtient aussi en prenant zero pour valeurs de p et de q dans les equations 
donnant les frequences des trois types de tetrades. 

• Si un seul des deux genes est genetiquement independants de son centromere, de 
sorte qu’il presente un taux de postreduction egale a 2/3, les frequences des trois 
types de tetrades deviennent independantes du taux de postreduction de 1’ autre gene, 
et sont egales a : 

/(DP) =/( DR) = 1/6 
et 

/( T) = 2/3 


On peut ainsi definir les domaines de variation des frequences des trois types de 
tetrades de la maniere suivante : 


1/6 /(DP) =/( DR) =S 1/2 

et 

0 s£/(T) 2/3 


Remarque. L’analyse des tetrades inordonnees, chez la levure Saccharomyces 
cerevisiae ne peimet pas, dans l’etude d’un gene A d’identifier les asques post- 
reduits et d’en tirer l’estimation de la distance du gene au centromere. 

Mais si on dispose d’un deuxieme gene B connu pour etre tres proche de son 
centromere, on peut faire une analyse de tetrades, pour les deux genes A et B. 
qui conduira a l’estimation de la frequence des tetratypes. 
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Comme il ne pent y avoir de crossing-over entre le gene B et son centromere, 
on peut conclure que tous les tetratypes derivent d’une postreduction pour le 
gene A. La frequence des tetratypes pour A et B est done en meme temps la 
frequence de postreduction pour A. On en tire done la distance de A a son 
centromere; le gene B jouant le role de marqueur centromerique cosegregeant 
avec son centromere (voir exercices plus loin). 

4.4.2 Analyse de tetrades pour deux genes physiquement lies 

a) Les configurations possibles de la meiose et des asques resultants 

Si deux genes sont physiquement lies, les configurations possibles de la meiose 
dependront d’abord de la disposition aleatoire des deux centromeres de la paire 
d’homologues, ensuite de la survenue ou non d’un ou plusieurs crossing-over, enfin, 
dans le cas de plusieurs crossing-over, des chromatides impliquees. 

Comme, ici, la distinction entre haut et bas de l’asque double tres exactement 
chacune des configurations (ce qui n’est pas tout a fait le cas pour deux genes physi- 
quement independants oil on passe de 20 a 36 configurations), nous ne ferons pas 
cette distinction. 

Notre interet etant essentiellement centre sur les evenements survenant entre les 
locus des deux genes, nous negligerons la position du centromere qui ne sera figure 
en pointilles que pour rappeler qu’il unit en un site les deux chromatides sceurs. 

Dans ces conditions, le croisement d’une souche haploide {D \ E] par une souche 
haploide {<7; e}, sachant que les genes D et E sont physiquement lies, donne une 
cellule diploide {ADIIde} dont la meiose presente plusieurs configurations possibles 
(fig. 4.6 a 4.8): 

• Cas 1, il n’y a aucun crossing-over entre les locus des deux genes (fig. 4.6) : la 
meiose donne exclusivement un ditype parental (DP) avec deux gametes de type 
parental {D\E} et deux gametes de type parental {d\ e}. 

• Cas 2, il y a un crossing-over entre les locus des deux genes (fig. 4.7) : la meiose 
donne exclusivement un tetratype (T) avec un gamete de type parental { D ; E}, un 
gamete de type parental {<7; e}, un gamete de type recombine {/); e) et un gamete de 
type recombine {<7; E}, quelle que soit la paire de chromatide impliquee par le 
crossing-over. 

Remarque. Dans un asque ordonne, les positions respectives des spores 
parentales et recombinees dependent des chromatides impliques par le 
crossing-over (1-4, ou 1-3 ou 2-4 ou 2-3). Le fait que les quatre types de 
dispositions soient equifrequentes est une nouvelle validation de l’hypothese 
selon laquelle les chromatides sont aleatoirement impliquees par un crossing- 
over. 


• Cas 3, il y a deux crossing-over entre les locus des deux genes (fig. 4.8) : si le 
premier crossing-over survient entre les chromatides 2-3, le type d’ asque resultant 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

4 • L'analyse de tetrades 109 


de la meiose dependra des chromatides impliquees dans le deuxieme crossing-over. 
II est aise de voir qu'on obtiendra : 

- un DP si le deuxieme crossing-over touche les memes chromatides 2-3 ; 

- un DR si le deuxieme crossing-over touche les deux autres chromatides 1-4; 

- un T si le deuxieme crossing-over touche une meme chromatide, 2 ou 3, et une 
troisieme chromatide non sceur, c’est-a-dire si le deuxieme crossing-over est 2-4 
ou 3-1. 

Ainsi, dans le cas d’un double crossing-over entre deux locus, on obtient statisti- 
quement 1/4 de DP + 1/2 de T + 1/4 de DR. 

• Cas 4, il y a plus de deux crossing-over entre les locus des deux genes ; on montre 
alors que les DP et les DR sont, la encore, equifrequents. 
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Figure 4.6 Meiose sans crossing-over. 
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Figure 4.8 Meiose avec deux crossing-over. 


b) Frequences des tetrades ou des gametes 

La frequence de crossing-over entre deux locus est une fonction de la distance entre 
ces locus. Aussi les frequences des trois types de tetrades et cedes des gametes 
parentaux (GP) ou recombines (GR) le sont egalement. II est done facile de tirer les 
frequences gametiques des frequences des types d’asques : 
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/(GP) =/( DP) +/( T)/2 
et 

/( GR) =/(DR) +/(T)/2 


• Si la distance est tres faible, voire nulle, entre les deux locus, il n’y aura jamais de 
crossing-over, et les meioses ne donneront que des DP (cas 1). 

On aura : 


/(DP) = 1 
et 

/(GP) = 1 


Ce cas correspond a la liaison genetique et physique absolue. 

• Si la distance est assez grande pour qu’un ou plusieurs crossing-over puissent 
survenir (cas 2, 3 ou 4) mais qu’elle est encore suffisamment peu elevee pour qu’une 
fraction des meioses se deroule sans crossing-over (cas 1), cette fraction donnera un 
surplus de DP et done de GP, puisque les meioses avec crossing-over donnent statis- 
tiquement autant de DP que de DR, done autant de GP que de GR. 

On aura : 


/(DP) >/( DR) 
et 

/(GP) >/( GR) 


Ce cas correspond a celui deja vu dans 1’ analyse genetique classique ou la 
frequence des gametes recombines etant inferieure a celle des gametes parentaux, on 
peut conclure a la liaison genetique, a la liaison physique, et calculer une distance en 
unites de recombinaison genetique, egale a/(GR) x 100. 

Cette distance peut aussi s’ecrire : 

D = |/(DR) +/( T)/2] X 100 ur 


qui n’est qu’une fagon differente d’ecrire la distance en fonction de la frequence des 
gametes recombines. 

Remarque. On verra, un peu plus loin, que 1’ analyse des tetrades permet de 
definir une distance beaucoup rnoins sous-estimee que la distance en unites de 
recombinaison genetique. 

• Si la distance est assez grande pour qu’au moins un crossing-over survienne dans 
chaque meiose, aucune meiose ne se deroulera sans crossing-over (cas 1 devenu 
inexistant), il n’y aura done pas surplus de DP ni de GP, puisque les meioses avec 
crossing-over donnent statistiquement autant de DP que de DR, done autant de GP 
que de GR. 
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On aura : 

/(DP) =/(DR) 
et 

/( GP) =/(GR) 


Ce cas coiTespond a celui deja vu dans l’analyse genetique classique oil la 
frequence des gametes recombines etant egale a celle des gametes parentaux, on 
peut conclure a l’independance genetique. 

4.4.3 Domaine de variation des trois types de tetrades 
pour deux genes physiquement lies 

Deux genes physiquement lies sont genetiquement lies quand leur distance est telle 
qu’une fraction des meioses se deroule sans crossing-over entre leurs locus, ce qui 
entraine un suiplus de DP, et done de gametes parentaux (voir ci-dessus). 

Deux genes physiquement lies sont genetiquement independants quand leur 
distance est telle qu’au moins un crossing-over survienne dans chaque rneiose, ce 
qui conduit a l’egalite des DP et des DR, et a l’equifrequence des gametes parentaux 
et des gametes recombines (voir ci-dessus). 

Dans ce cas limite d’independance genetique, les frequences des DP, DR et T 
prennent des valeurs limites egales a 1/6, 1/6 et 2/3. 

En effet, si les genes sont independants, les deux paires d’ alleles segregent inde- 
pendamment. 

• Le premier des deux alleles D peut segreger a la rneiose I avec un allele E, evene- 
ment de probabilite egale a 1/2 (il y a quatre alleles disponibles), le deuxieme allele D 
segregera : 

- soit avec un allele E, evenement de probabilite 1/3 (il n’y a plus que trois alleles 
disponibles dont un seul allele E ), ce qui donnera des DP, car les deux premiers 
gametes etant {D \ E}, les deux autres sont obligatoirement {d\ e}\ 

- soit avec un allele e, evenement de probabilite 2/3 (il n’y a plus que trois alleles 
disponibles mais deux sont e), ce qui donnera des T, car les deux premiers gametes 
etant {D; Ej et {D \ e], les deux autres sont obligatoirement {d\ E} et {d\ e}. 

• Le premier des deux alleles D peut segreger a la rneiose I avec un allele e, evene- 
ment de probabilite egale a 1/2 (il y a quatre alleles disponibles), le deuxieme allele I) 
segregera : 

- soit avec un allele e, evenement de probabilite 1/3 (il n’y a plus que trois alleles 
disponibles dont un seul allele e), ce qui donnera des DR, car les deux premiers 
gametes etant {D; e}, les deux autres sont obligatoirement {d\ E) ; 

- soit avec un allele E , evenement de probabilite 2/3 (il n’y a plus que trois alleles 
disponibles mais deux sont E), ce qui donnera des T, car les deux premiers gametes 
etant {D\ ej et {D; Ej, les deux autres sont obligatoirement {d ; E} et {i/; e}. 
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En sommant toutes ces probabilities, on voit bien qu’a Tissue d’une serie de 
meioses pour deux genes physiquement lies, mais genetiquement independants, on 
aura : 


/(DP) =/(DR) = 1/6 
et 

/(T) = 2/3 


Le domaine de variation des frequences des trois types d’asques est precise par un 
graphe entre leurs valeurs limites correspondant a la liaison absolue, d’une part, et 
Tindependance genetique, d’autre part (fig. 4.9). 



Liaison genetique : 
/(DP) > 1/6 > /(DR) 
0 < ou = /(T) < 2/3 


Independance genetique : 
/(DP) = 1/6 = /(DR) 

/(T) = 2/3 


Figure 4.9. 


4.4.4 L'analyse de tetrades et la correction de la distance genetique 

La frequence des crossing-over entre deux locus etant une fonction de leur distance, 
on peut estimer cette distance par T estimation de la frequence des crossing-over, et 
celle-ci ne sera accessible qu’a travers la frequence des objets generes par ces 
crossing-over. 

Dans l’analyse genetique classique, ces objets sont les gametes recombines, mais 
la frequence des gametes recombines n’est un reflet exact de celle des crossing-over 
que si la distance est suffisamment faible pour qu’il n’y ait qu’un crossing-over au 
plus entre les deux genes. 
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La distance genetique en unites de recombinaison est done correctement estimee 
pour les petites distances mais devient vite biaisee pour les grandes distances, car la 
survenue de plusieurs crossing-over entre les deux genes peut reconstituer des 
gametes parentaux, ce qui entraine une sous-estimation des evenements de recombi- 
naison par crossing-over et, par consequent, de la distance. 

Haldane a montre qu’on pouvait, par une transformation mathematique, definir 
une metrique additive fonction de la frequence de gametes recombines (chap. 3). 
L’analyse de tetrades permet aussi la definition d’une distance corrigee, moins 
biaisee que la distance en unites de recombinaison, parce qu’on peut estimer directe- 
ment la frequence d’un autre evenement genere par les crossing-over, celle des chro- 
matides remanies, que les gametes soient parentaux ou recombines. 

En effet, il suffit de se rappeler que 1’ absence de crossing-over aboutit exclusive- 
ment a des DP, que la survenue d’un seul crossing-over donne exclusivement des T, 
tandis que la survenue de deux crossing-over fournit 1/4 de DP + 1/2 de T + 1/4 de DR. 
On peut ainsi evaluer la frequence des meioses impliquant, entre chacun des deux 
genes, zero, un ou deux crossing-over. 

• La frequence des meioses avec zero crossing-over entre les deux genes est egale a 
la frequence des DP, a condition de retirer les DP obtenus avec deux crossing-over. 
Or celle-ci est connue, elle est egale a la frequence des DR, puisque les DP issus de 
deux crossing-over sont equifrequents aux DR. Ainsi : 

/(meioses avec zero crossing-over) =/(DP) -/(DR) 

• La frequence des meioses avec un seul crossing-over entre les deux genes est egale 
a la frequence des T, a condition de retirer les T obtenus avec deux crossing-over. Or 
celle-ci est connue, elle est egale au double de la frequence des DR, puisque les T 
issus de deux crossing-over sont deux fois plus frequents que les DR. Ainsi : 

/(meioses avec un crossing-over) =/(T) - 2/(DR) 

• La frequence des meioses avec deux crossing-over entre les deux genes est egale a 
quatre fois la frequence des DR, puisque la survenue de deux crossing-over ne donne 
des DR qu’une fois sur quatre. Ainsi : 

/(meioses avec deux crossing-over) = 4/(DR) 

II s’agit maintenant d’estimer la frequence des chromatides remaniees : 

- quand il y a zero crossing-over, aucune chromatide n’est remaniee; 

- quand il y a un crossing-over, deux des quatre chromatides sont remaniees, seule 
la moitie des chromatides est remaniee ; 

- quand il y a deux crossing-over, les quatre chromatides sont remaniees, comme 
dans les DR. 

Chez les DP, deux chromatides sont remaniees deux fois, ce qui revient au meme 
que quatre chromatides remaniees une fois. Chez les T, deux chromatides sont rema- 
niee une fois et une chromatide est remaniee deux fois, ce qui revient au meme que 
quatre chromatides remaniees une fois. 

On peut done considerer que les meioses avec deux crossing-over sont assimila- 
bles a des meioses oil toutes les chromatides sont remaniees une fois (ou un equiva- 
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lent) tandis que les meioses avec un crossing-over sont des meioses ne renfermant 
qu’une moitie de chromatides remaniees. Ainsi, la frequence des chromatides rema- 
niees est egale a : 

/(chr. r.) = /(meioses avec un crossing-over)/2 + /(meioses avec deux crossing-over) 
ce qui aboutit a : 

/(Chr.r.) = [/( T) - 2/(DR)]/2 + [4/(DR)] 

soit : 


/(Chr.r.) =/( T)/2 + 3/(DR) 


qui differe de la frequence des gametes recombines qui n’est egale qu’a : 

/( GR) =/( T)/2 +/( DR) 

La frequence de chromatides remaniees ainsi obtenue est plus precise, moins 
sous-evaluee, que la frequence des gametes recombines. Elle est corrigee par un 
terme additionnel de 2/(DR), coiTespondant aux DP obtenus par double crossing- 
over, et a la moitie des T obtenus par double crossing-over, c’est-a-dire, tres exacte- 
ment, la frequence de tous les gametes parentaux ayant subi un crossing-over, non 
recensables par 1’ analyse classique, mais recensables par 1’ analyse de tetrades. 


4.5 L' ANALYSE DE TETRADES ET LE TEST 
DE L'INDEPENDANCE PHYSIQUE 

L’ analyse de tetrades, contrairement a 1’ analyse genetique classique, peut souvent 
statuer sur l’independance physique de deux genes quand on a mis en evidence leur 
independance genetique. II suffit, pour le decouvrir, de confronter les domaines de 
variation des valeurs des frequences des trois types d’asques, DP, DR et T, quand les 
genes sont physiquement independants ou physiquement lies et rappeles ci-dessous. 


Genes physiquement independents 


Genes physiquement lies 

1/6 < f(DP) = f(DR) < 1/2 


Liaison genetique /(DP) > 1/6 > /(DR) 

et 


0 < /( T) < 2/3 

0 < f( T) < 2/3 


Independance genetique /(DP) = /(DR) = 1/6 



/( T) = 2/3 


De la confrontation de ces deux domaines de variation, on peut voir que : 

- les meioses concernant deux genes genetiquement independants mais physique- 
ment lies, presenteront une frequence de tetratypes toujours egale a 2/3 (voir 
page 112) alors que 

- les meioses concernant deux genes physiquement independants presenteront une 
frequence de tetratypes inferieure ou egale a 2/3. Dans ces meioses la frequence 
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des tetratypes depend du taux de postreduction de chacun des deux genes et n’est 
egale a 2/3 que si, au moins, un des genes est genetiquement independant de son 
centromere (voir page 105). 

Ainsi, a la conclusion d’independance genetique, resultant de l’equifrequence des 
DP et des DR [d’ou/(GP) =/(GR)], on peut lui adjoindre, dans l’analyse de tetrades, 
une conclusion d’independance physique si/(T) < 2/3. 

Remarque 1. Dans le cas ou/(T) = 2/3, la situation reste indeterminee puisque 
ce cas limite peut aussi bien correspondre a une liaison physique des deux 
genes a grande distance, qu’a une independance physique avec independance 
genetique entre l’un au moins de ces genes et son centromere. 

Remarque 2. Quand les genes sont genetiquement independants, on a toujours 
l’equifrequence des DP et des DR qui entraine celle des gametes parentaux et 
recombines, mais cette equifrequence toujours egale a 1/6, si les genes sont 
physiquement lies, peut etre superieure a 1/6, jusqu’a 1/2, s’ils sont physique- 
ment independants. 

On definit ainsi classiquement l’organigramme decisionnel d’une analyse de 
tetrades (fig. 4.10), qui ne saurait etre une recede dispensant d’avoir compris tous les 
phenomenes qui lui sont sous-jacents ! 


/(DP) > /(DR) ? 


Oui 


Non 

/(DP) > /(DR) 


/(DP) = (DR) 


▼ ▼ 


Liaison genetique 
et physique 


Independance 

genetique 

1 

r 

1 

f 

Distance genetique 

D = /( T)/2 + 3/(DR) 


/( T) < 2/3 ? 


/ \ 


Oui : independance 


Non : /( T) = 2/3 

physique 


indetermination 


© 


Figure 4.10 Organigramme decisionnel d'une analyse de tetrades. 
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4.6 LA CONVERSION GENIQUE 

4.6.1 Mise en evidence du phenomene 

L’ analyse genetique intensive de certains organismes, comme la drosophile et la 
levure, a fourni des resultats assez difficiles a interpreter, comme l’illustre l’exemple 
du croisement entre deux souches de Neurospora crassa a spores noires ou blanches. 
On observe 325 asques se repartissant en six types differents (fig. 4.1 1). 




Figure 4.11 


Effectifs observes de tetrades pre et postreduites a Tissue d'un croisement. 


La segregation 2/2 observee pour la couleur de la spore permet de conclure que 
les deux souches semblent differer pour un seul gene des genes (s’ils sont plusieurs) 
impliques dans la coloration de la spore. Par ailleurs, apres avoir verifie (valeur du 
% 2 = 5,11 pour 4 ddl) une nouvelle fois l’equifrequence des deux asques prereduits, 
d’une part, et l’equifrequence des quatre asques postreduits, d’autre part, on peut 
calculer la frequence de postreduction (27 + 24 + 23 + 26)/325 = 0,308, ce qui 
permet d’estimer la distance du locus du gene a son centromere comme la moitie de 
la frequence de postreduction multipliee par 100, soit 15,4 unites de recombinaison 
par postreduction. 

Cependant cette analyse a delaisse trois tetrades ordonnees atypiques (fig. 4.12). 

Ces trois tetrades bien que minoritaires (3/325 = 0,9 %) ne peuvent pas etre inter- 
pretees par des mecanismes genetiques comme la recombinaison entre deux genes 
tres lies, encore moins des mutations de novo. 

• La recombinaison. L’hypothese de deux genes lies avec une recombinaison tres 
rare entre leur locus est compatible avec la premiere observation, en supposant que 
les spores recombinees sont de phenotype noir et qu’un crossing-over est survenu 
entre les chromatides 2 et 3. Mais il est impossible d’expliquer avec une telle hypo- 
these les deux autres observations, notamment le deuxieme asque ou il y a cinq 
spores noires et trois blanches. En effet, si les spores recombinees sont noires, on 
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Figure 4.12. 



attend six noires, si elles sont blanches on n’ attend plus que deux spores noires, et si 
l’une des recombinees est blanche alors que 1’ autre est noire, on attend quatre blan- 
ches et quatre noires, mais jamais cinq et trois. 

Quant a la troisieme tetrade, oil on a bien quatre noires et quatre blanches, elle 
pose un probleme delicat, egalement pose dans l’asque precedent. Comrne la mitose 
additionnelle double le nombre de cellules haploides, comment peut-on imaginer 
qu'on puisse obtenir une spore noire de genotype (A) et une spore blanche de geno- 
type (a) a parti i' d’une spore haploide originelle qui ne peut etre a la fois (A) et (a) 
puisqu’elle est haploide ? 

• La mutation. C’est un phenomene difficile a invoquer pour plusieurs raisons : 

- d’une part les asques contenant des spores « rnutees » semblent bien trop 
frequents (pres de 1 %) pour envisager un phenomene connu pour avoir une 
frequence comprise entre 10 -5 et 10 -10 ; 

- d’ autre part, en supposant que le phenomene de mutation soit exceptionnellement 
important pour ce gene, on devrait observer assez souvent des spores blanches 
dans les croisements entre souches a spores noires ce qui n’est pas le cas ; 

- enfin, cette hypothese n’est de toute fa 5 on pas coherente avec les observations. En 
effet, la premiere tetrade serait facilement explicable par l’effet d’une mutation 
transformant 1’ allele a en A lors de la meiose I, conduisant a trois couples de 
spores noires et un couple de blanches. Mais la deuxieme tetrade supposerait, 
pour expliquer les trois couples de spores heterogenes (une blanche + une noire) 
que soient survenues trois mutations independantes, durant la duplication de 
1’ ADN lors de la mitose additionnelle, une de A vers a et deux de a vers A, ce qui 
est totalement impensable. La troisieme tetrade supposerait deux mutations inde- 
pendantes, ce qui est aussi trop improbable pour etre coherent avec la frequence 
observee de ces asques « aberrants ». 

Puisque visiblement l’information genetique A peut se transformer en un allele a 
et reciproquement, et que ce phenomene ne saurait etre une mutation, on lui a donne 
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le nom de conversion genique] il trouve son explication dans le mecanisme molecu- 
laire operant lors de certains crossing-over. Des etudes recentes ont montre que, sauf 
exceptions, toutes les paires de chromatides appariees a la meiose subissaient obli- 
gatoirement au moins un crossing-over, evenement indispensable a la disjonction 
des paires de chromatides en anaphase 1. II semble cependant qu’il existe deux types 
de crossing-over, les uns resultant d’une double cassure d’ADN sur deux chroma- 
tides homologues et ceux resultant d’une simple cassure; seul ce dernier est evoque 
ci-dessous, en relation avec le modele de Holliday. 

Remarque 1. Dans les asques a spores inordonnees, la conversion genique se 
traduit uniquement par un defaut de segregation 2/2, et chez les organismes ou 
seule 1’ analyse des gametes en vrac est possible, elle se traduit par la survenue 
de gametes « convertis » trop frequents pour etre « mutes ». 

Remarque 2. Dans la moitie des cas les gametes « convertis » sont aussi des 
gametes recombines par crossing-over pour des genes localises de part et 
d’ autre du gene ayant subi la conversion, ce qui a amene les chercheurs a 
supposer que la conversion etait associee au mecanisme du crossing-over. 


4.6.2 Interpretation moleculaire de la conversion genique 

II est necessaire (fig. 4.13) de considered par un trait d’epaisseur differente, les deux 
brins complementaires de chaque molecule d’ADN, ainsi que leur orientation 5' vers 
3'(sens de la fleche). 


Stade quatre 
chromatides 
a la prophase I 
avec un crossing-over 
survenant entre 
chromatides 2 et 3 
et debutant entre 
les genes D et A 




Figure 4.13. 


Dans la mesure ou le crossing-over n’interesse que les chromatides 2 et 3, seules 
ces chromatides seront suivies, les deux autres donnant des gametes parentaux pour 
les trois genes. 

Un modele theorique du crossing-over consiste a supposer qu’il est initie par la 
coupure d’un brin d’ADN (par exemple ici sur la chromatide 3) qui peut alors se 
deshybrider de son brin complementaire pour envahir le duplex homologue de la 
chromatide 2, en s’hybridant au brin qui lui est complementaire, et en repoussant son 
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Figure 4.14. 


homologue de la chromatide 2 vers le brin complementaire non coupe de la chroma- 
tide 3, donneuse du brin envahissant (fig. 4.14). 

Le brin de la chromatide 3 envahissant la chromatide 2 est alors rattache a l’extre- 
mite 5' libre de celle-ci, tandis que le brin de la chromatide 2, deplace par le brin 
envahissant, est rompu puis rattache a l’extremite 5' libre de la chromatide 3 
(fig. 4.15). 

Le resultat revient a considerer que tout s’est passe comme si deux brins d’ADN 
homologues avaient ete coupes en meme temps, au meme site, puis echanges et 
rattaches, mecanisme initialement imagine par Holliday. Le mecanisme de CO issu 
d’une double coupure ne sera pas envisage ici. 


JZL 


Domaine 

d’echange 

d’ADN 


Le brin « - » d’ADN de la chromatide 2, 
deplace par le brin « - » envahissant 
de la chromatide 3, a ete coupe 
et rattache au brin homologue « - >> 
de la chromatide 3 


Le brin « - » d’ADN envahissant 
de la chromatide 3 a ete rattache au brin 
homologue « - » de la chromatide 2, 
apres que celui-ci ait subi une rupture 


Figure 4.15. 
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Dans la structure moleculaire ainsi obtenue (fig. 4.15) les deux chromatides ne 
sont plus independantes puisqu’elles ont echange un de leur brin d’ADN, mais un 
seul (ici les brins « - ») sur une certaine zone. La structure formee par les deux chro- 
matides et leur quatre brins est appelee structure en % de Holliday. 

Remarque. II est important de noter que les informations genetiques codees 
par les deux brins echanges sont A~ et a~, dans leur sequence nucleotidique de 
type brin « - », ce qui entraine obligatoirement, quelque part dans la zone 
d’echange, un misappariement puisque les brins a + et A + auxquels ils sont 
respectivement apparies (fig. 4.15) ne leurs sont pas strictement comple- 
mentaires. 

a) Resolution de la structure en % de Holliday 

L’ echange des deux brins « - » d’ADN se realise sur une certaine distance. La pour- 
suite de la division nucleaire de la meiose I impose que la structure de Holliday soit 
« resolue » en deux chromatides independantes qui pourront migrer vers chacun des 
poles. L’ analyse des tetrades ou des octades ordonnees a montre que deux resolu- 
tions differentes et equiprobables pouvaient survenir. 




0 



Le brin « - » d’ADN de la chromatide 2, 
deplace par le brin « - » envahissant 
de la chromatide 3, 


1 D | 



IeI " 

est coupe une deuxieme fois 
et est rattache a la chromatide 3 
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1 d | 



1 e 1 * 

Le brin « - » d’ADN envahissant 



0 



de la chromatide 3 
est coupe une deuxieme fois 
et est rattache a la chromatide 2 



Domaine 
d’echange 
des brins « - » 
d’ADN 










Figure 4.16. 


• Le premier type de resolution (fig. 4.16) est un arret de l’echange par double 
rupture des deux brins echanges, sous 1’ action d’une topo-isomerase, suivie de 
l’echange en sens inverse et rattachement aux chromatides d’origine; cette resolu- 
tion n’entraine aucune recombinaison genetique de part et d’autre de l’echange mais 
laisse, dans la zone d’echange, une molecule d’ADN heteroduplex (voir plus bas). 

• Le deuxieme type de resolution (fig. 4.17) est une poursuite de l’echange initial 
(ici les brins « - ») et l’initiation d’un echange sur les deux brins non concernes par 
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le premier echange (ici les brins « + »). II s’agit alors du crossing-over stricto sensu, 
avec un veritable echange chromatidique concernant les deux brins d’ADN, ce qui 
conduit, de part et d’ autre des points d’initiation des deux echanges, a une recombi- 
naison genetique, et laisse entre ces deux points une zone d’ADN heteroduplex, 
comme dans le cas precedent. 





M 



; Le brin « + » d’ADN de la chromatide 2 
i est a son tour rompu et echange avec 
+} son homologue « + » de la chromatide 3. 
i Comme c’est aussi le cas du brin « - », 

: a partir de ce point toute la chromatide 2 
I est echangee avec la chromatide 3 


4 


JZL 



Domaine 

d’echange 

d’ADN 

ne concernant 
que les deux 
brins « - » 


i Le brin « + » d’ADN de la chromatide 3 
: est a son tour rompu et echange avec 
♦i son homologue « + » de la chromatide 2. 
: Comme c’est aussi le cas du brin « - », 

! a partir de ce point toute la chromatide 3 
j est echangee avec la chromatide 2 


Domaine d’echange d’ADN 
concernant desormais 

a la fois les deux brins « - » et les deux brins « + » 


Figure 4.17. 


b) Conversion genique resultant de la reparation de la zone heteroduplex 

II est tres important de no ter que sur toute la zone d’echange simple brin entre les 
deux chromatides, du point d’initiation au point de resolution de la structure de 
Holliday, la molecule d’ADN resultante constitue un heteroduplex, avec un brin « + » 
d’une chromatide et un brin « - » d’une autre chromatide. La consequence genetique 
de la formation d’une molecule heteroduplex est que la complementarite des deux 
brins est localement imparfaite quand il y a une variation allelique de la sequence ; 
c’est par exemple le cas pour le gene A ou chaque molecule d’ heteroduplex est en 
fait porteuse des deux informations alleliques A et a, l’une sur le brin sens, avec la 
sequence A + , 1’ autre sur le brin antisens, avec la sequence a~, et reciproquement. 

Dans cette zone heteroduplex de la molecule d’ADN, la difference de message 
genetique entre les alleles A et a du gene se traduit par une complementarite 
chimique imparfaite, par un misappariement de une ou plusieurs paires de bases, 
uniquement au(x) site(s) du gene ou le message genetique A differe du message 
genetique a; ace niveau les brins d’ADN porteurs des sequences A + et a~, ou entre 
a + et A - , ne peuvent etre parfaitement apparies. 

Ce misappariement peut etre detecte par la cellule, ce qui conduit a sa « repara- 
tion »; l’un des deux brins est clive de part et d’autre du misappariement, puis la 
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lacune est comblee par une ADN-polymerase qui utilise 1’ autre brin comme matrice. 
Ainsi 1’ allele A peut etre « totalement reconstitue » sur les deux brins, si le brin hete- 
roduplex portant cr (ou a + ) est clive, et 1’ allele a « totalement reconstitue » si c’est le 
brin de l’heteroduplex portant A + (ou A ~ ) qui est clive. 

Comme les deux reparations sur les deux heteroduplex des chromatides 2 et 3 
sont independantes, la correction peut parfaitement se faire dans le meme sens sur 
les deux chromatides, ce qui aboutira, par exemple, a deux alleles A, et done a une 
meiose conduisant a trois alleles A pour un seul a, e’est-a-dire a la conversion 
genique d’un allele a en un allele A. 

II est ainsi possible d’expliquer les asques avec six spores noires et deux blanches, 
la rnitose additionnelle n’ayant fait que doubler le nornbre de spores. 

La conversion genique est done un phenomene qui touche les genes compris dans 
la zone d’echange d’un brin d’ADN au cours d’un crossing-over si ces genes presen- 
tent une variation allelique. La formation dans cette zone d’une molecule d’ADN 
heteroduplex, porteuse de deux sequences alleliques differentes conduit a un misap- 
pariement local au site de la variation allelique du gene, la ou les deux brins ne sont 
plus strictement complementaires. 

La reparation du misappariement par excision-resynthese d’un des deux brins, 
designe aleatoirement, conduit a la reconstitution d’un homoduplex (deux brins 
strictement complementaires) porteur d’un seul message allelique. Les deux chro- 
matides peuvent voir leurs heteroduplex corriges dans le meme sens, vers le meme 
allele, de sorte que la situation d’heterozygotie qui prevalait avant le « passage » du 
crossing-over est remplacee par une homozygotie en faveur d’un des deux alleles; 
l’un des deux alleles a ete « converti » en l’autre. 

Bien evidemment, une cellule peut ne pas avoir le temps de reparer les heterodu- 
plex, surtout quand elle entre presque immediatement dans une nouvelle division, ce 
qui est le cas chez les ascomycetes avec la rnitose additionnelle. Lors de la phase de 
replication, la zone heteroduplex donnera deux homoduplex genetiquement diffe- 
rents, l’un porteur de l’allele A, a partir du brin A + (ou A - ) utilise comme matrice, 
l’autre porteur de l’allele a, a partir du brin cr (ou a + ) utilise comme matrice. Ce qui 
explique nos octades ou une cellule haploi'de a pu donner une spore noire et une 
spore blanche, car, au niveau du gene concerne, sa molecule d’ADN etait constitute 
d’un heteroduplex porteur simultanement (mais de maniere transitoire et non 
complementaire) des deux informations alleliques. 


EXERCICES 


Exercice 4.1 

Le type sauvage d’une espece du genre Sordaria produit des spores de 
couleur noire, dans un asque a spores ordonnees mais non orientees (ni haut, 
ni bas). L’ asque contient huit spores (octade) a la suite d’une rnitose addi- 
tionnelle survenant apres la meiose II. 
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On croise un mutant a spores vertes avec une souche SSR, et on observe, a 
Tissue des meioses, quatre types d’asques (tabl. 4.3). Faire l’analyse gene- 
tique complete de ces resultats. 


Tableau 4.3. 


Type 1 

Type 2 

Type 3 

Type 4 

V 

V 

V 

n 

V 

V 

V 

n 

V 

n 

n 

V 

V 

n 

n 

V 

n 

V 

n 

V 

n 

V 

n 

V 

n 

n 

V 

n 

n 

n 

V 

n 

40 

35 

16 

19 


>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

Maitriser les mecanismes de la meiose et leurs consequences genetiques par la 
reconstruction de tous les scenarios ayant conduit a une situation donnee, prendre 
en compte les specificites de Sordaria. 


Solution. Dans ce croisement, les asques renferment 4 spores de type sauvage et 4 spores de 
type mutant, ce qui illustre le resultat attendu d’une segregation 2/2 d’un couple d’alleles a la 
meiose. On peut considerer que le mutant a spores vertes differe du type SSR pour un seul 
gene, dont les alleles seront notes V chez la SSR et v chez le mutant. Le diploide est V7/v et 
donne, a la meiose, 50 % de spores (V) et 50 % de spores (v). 

Remarque 1 . II n’a pas ete dit que le phenotype vert n’etait gouverne que par un gene, 
car on peut imaginer que des mutations dans plusieurs genes differents puissent donner 
le meme phenotype vert ! 

Le mutant etudie est mute dans Tun (s’il y en a plusieurs) des genes impliques dans le 
phenotype vert. 

Une segregation 2/2 montre que deux souches croisees entre elles ne different, pour le 
phenotype etudie, que pour un seul gene, mais cela ne signifie nullement que le 
phenotype etudie ne depend que de ce seul gene. 


Cartographie par rapport au centromere. Les octades etant ordonnees, il est possible de 
distinguer les meioses prereduites, conduisant a deux demi-asques homogenes, des 
meioses postreduites conduisant a deux demi-asques heterogenes. On observe 40 asques 
prereduits et 70 asques postreduits ; il convient de remarquer que les quatre types d’asques 
postreduits equifrequents observables pour les octades ordonnees et orientees (avec has et 
haut) se reduisent a trois, en absence d’ orientations des asques (ni has, ni haut). Mais alors 
les trois types d’asques ne sont plus equifrequents, Tun des trois types (ou il y a alternance 
des couples de spores) est en fait un cas double correspondant a deux scenarios possibles 
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et equifrequents de la meiose, dormant deux resultats differents s’il y a orientation, et le 
meme en l’absence d’orientation (voir les figures pages 98-100). C’est ce qu’on remarque 
avec l’octade de type 2 dont l’effectif est environ le double de celui de chacun des deux 
autre s. 

La frequence de postreduction (70/110 = 0,64) n’est pas significativement differente de sa 
limite de 0,666 atteinte des qu’il y a segregation independante entre le locus du gene et son 
centromere ; on peut done conclure que les alleles du gene etudie segregent independamment 
du centromere et qu’on ne peut, des lors, estimer la distance entre le locus du gene et le 
centromere. 

Remarque 2. La coherence veut qu’on verifie la liaison au centromere avant 
d’estimer une distance. II ne serait pas logique d’estimer une distance et de dire qu’il 
y a segregation independante parce qu’elle est egale a sa valeur limite 33,3 urp (demi- 
frequence de postreduction multipliee par 100). En effet, pour tous les locus segre- 
geant independamment du centromere, on aura 66 % de postreduction, quelle que soit 
leur distance au centromere ! 

Le meme genre de faute logique est fait quand, ayant etudie la meiose pour deux 
genes et estime une frequence de gametes recombines egale a 50 %, on estime une 
« distance » de 50 ur pour conclure qu’il y a independance genetique. C’est meme ici 
plus grave puisque les deux genes peuvent etre physiquement independants, ce qui 
rend absurde dans ce cas le concept de distance. 

On n’estime une distance qu’apres avoir montre qu’il y a une liaison genetique et, 
done, une liaison physique ! 


Exercice 4.2 

On etudie la segregation d’un couple d’ alleles, notes A et a, d’un gene de 
la chaine de biosynthese du tryptophane, chez l’ascomycete Neurospora 
crassa, dont les asques sont constitues d’oetades ordonnees et orientees 
(avec haut et bas). 

Ce gene est localise a 5 utp (unites de recombinaison par postreduction) de 
son centromere. On vous demande de decrire tous les types d’ asques 
possibles et d’en preciser les frequences respectives. 

>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

Maitriser les mecanismes de la meiose et leurs consequences genetiques par la 
reconstruction de tous les scenarios ayant conduit a une situation donnee, prendre 
en compte les specificites de Neurospora crassa. 

Solution. On pent observer (tabl. 4.4) deux types d’asques prereduits equifrequents et 
quatre types d’asques postreduits equifrequents. La frequence cumulee de ces derniers a 
permis d’estimer la frequence de postreduction p qui a alors permis d’estimer la distance 
du gene etudie au centromere comme egale a 100 x pi 2. Comme on nous donne cette 
distance (5 urp), on peut en deduire la valeur de p, soit p = 0,1. D’ou les observations 
attendues. 
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Tableau 4.4. 


Asques prereduits 

Asques postreduits 

A 

a 

A 

A 

a 

a 

A 

a 

A 

A 

a 

a 

A 

a 

a 

a 

A 

A 

A 

a 

a 

a 

A 

A 

a 

A 

A 

a 

A 

a 

a 

A 

A 

a 

A 

a 

a 

A 

a 

A 

a 

A 

a 

A 

a 

A 

a 

A 

45 % 

45 % 

2,5 % 

2,5 % 

2,5 % 

2,5 % 


Exercice 4.3 

Le genre Serrospom virtualis est un genre virtuel d’ascomycetes donnant 
des asques a quatre spores qui peuvent etre particl lenient ordonnees ! 

En effet les asques sont inordonnes rnais on peut, en raison de la forme des 
spores, distinguer les spores issues des deux chromatides « internes » et 
celles issues des deux chromatides externes parce que la scission des 
cellules, a la rneiose I, puis a la rneiose II, a laisse une marque visible sur 
la paroi. Ainsi deux des spores presentent une seule marque alors que les 
deux autres spores presentent deux marques opposees. 

1 . Quelles sont les spores issues des deux chromatides « internes » et 
celles issues des deux chromatides externes ? 

2. On etudie 1’ aspect lisse ou rugueux de ces spores en croisant une 
souche SSR a spores lisses par une souche mutante a spores rugueuses. 
Interpreter les resultats (tabl. 4.5) en precisant, quand c’est possible, les 
chromatides impliques dans les crossing-over, et on calculera la distance 
au centromere. 


Tableau 4.5. 


Type de spores 

Asque 
de type 1 

Asque 
de type 2 

Asque 
de type 3 

spore a deux marques 
spore a deux marques 
spore a une marque 
spore a une marque 

lisse 

lisse 

rugueux 

rugueux 

lisse 

rugueux 

lisse 

rugueux 

rugueux 

rugueux 

lisse 

lisse 

Effectifs observes 

7 

184 

9 
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>• Niveau Licence/Definition des objectifs. 

Maitriser les mecanismes de la meiose et leurs consequences genetiques par la 
reconstruction de tous les scenario ayant conduit a une situation donnee, sous des 
contraintes relatives a la perception de leur orientation spatiale. Calcul de distance 
au centromere. 


Solution 

1 . Les spores avec deux marques correspondent aux cellules porteuses des chromatides 
internes puisqu’elles portent une marque issue de la division de la meiose I, suivant le 
premier plan metaphasique, puis la marque issue de la meiose II, suivant le deuxieme plan 
metaphasique. Les cellules porteuses des chromatides externes ne portent que la marque 
issue de la meiose II. 

2. Analyse de segregation. II y a segregation 2/2, chaque asque contenant deux spores lisses 
et deux spores rugueuses. On peut considerer que les deux souches different pour un seul 
gene, pourun seul des genes impliques dans l’aspect de la spore (voir remarque 1, ex. 4.1). 

Analyse de la pre et de la postreduction. Les asques de types 1 et 3 sont obligatoirement 
postreduits puisque les produits de la meiose I, repartis dans une spore uni-marquee et une 
spore bi-marquee, sont toujours differents, l’une lisse et l’autre rugueuse. Ce resultat est 
obtenu lorsqu’un crossing-over survient entre les chromatides 1 et 3 ou 2 et 4. 

Les asques de type 2 sont un melange d’asques prereduits et d’asques postreduits puisque les 
produits de la meiose I, repartis dans une paire de spores uni-marquee et bi-marquee peuvent 
etre tous les deux differents ou tous les deux identiques. Ce resultat est obtenu en cas de post- 
reduction lorsqu’un crossing-over survient entre les chromatides 1 et 4 ou 2 et 3. 

Comme les quatre types d’asques postreduits sont equifrequents, les asques postreduits qui 
ne peuvent etre distingues des asques prereduits, au sein des asques de type 2, sont de 
frequence egale a ceux qui peuvent etre identifies, les asques de type 1 et 3. Si on note p, la 
frequence de postreduction, alors chacun des quatre types d’asques postreduit aura pour 
frequence p/4 (tabl. 4.5), et les asques de type 2 auront pour frequence (1 - p), frequence des 
asques prereduits, plus deux fois p/4, frequences des deux types d’asques postreduits 
confondus avec les prereduits. 

L’ identification des asques postreduits sans ambigui'te permet d’estimer la frequence de 
postreduction sachant qu’ils ne represented que la moitie de la totalite des asques post- 
reduits, soit : p/2 = (7 + 9)/200, d’ou p = 0,16. 

Cette valeur etant inferieure a 0,66 (remarque 2, ex. 4.1), on peut conclure qu’il y a liaison 
genetique entre le gene etudie et son centromere et deduire l’estimation d’une distance de 
celle de la frequence de postreduction, soit d = (p/2) x 100 = 8 urp (unites de recombinaison 
par postreduction). 


Exercice 4.4 

Le type sauvage d’une espece du genre Sordaria produit des spores de 
couleur noire [n] , dans un asque a spores ordonnees rnais non orientees 
(ni haut, ni bas). L’ asque contient huit spores (octade) a la suite d’une 
rnitose additionnelle survenant apres la meiose II. 

1. On dispose de deux mutants l’un a spores jaunes [j], l’autre a spores 
roses [r] . 
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Chacun des deux mutants est croise avec le type sauvage, puis on observe 
les asques issues de la meiose (tabl. 4.6). Interpretez ces resultats. 


Tableau 4.6. 


Croisement mutant jaune x SSR 

Croisement mutant rose x SSR 

01 

01 

[jl 

[n] 

[n] 

[n] 

[n] 

[r] 

01 

01 

U1 

[n] 

[n] 

[n] 

[n] 

[r] 

01 

[n] 

[n] 

[j] 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

01 

[n] 

[n] 

[j] 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[j] 

[r] 

[n] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[j] 

[r] 

[n] 

[r] 

[n] 

[n] 

[n] 

U1 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

[r] 

[n] 

[n] 

Ul 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

[r] 

205 

148 

76 

74 

184 

85 

44 

42 


2. On croise les deux souches mutantes, et on observe 20 types differents 
de tetrades (tabl. 4.7). [b] correspond a un phenotype de spore blanche. 
Interpretez ces resultats de maniere exhaustive, fonctionnelle et carto- 
graphique. 


Tableau 4.7. 


1 

2 

3 

D 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

01 

[r] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[n] 

[n] 

Ul 

01 

[r] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[n] 

[n] 

[j] 

Ul 

[n] 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

01 

[b] 

Ul 

[n] 

01 

[n] 

[n] 

[r] 

[r] 

[n] 

01 

[b] 

[j] 

[n] 

[r] 

01 

[b] 

[b] 

[j] 

[b] 

[r] 

[n] 

[b] 

[r] 

[r] 

01 

[b] 

[b] 

[j] 

[b] 

[r] 

[n] 

[b] 

[r] 

[r] 

[b] 

Ul 

01 

[b] 

[r] 

[b] 

[b] 

[r] 

[b] 

[r] 

[b] 

Ul 

Ul 

[b] 

[r] 

[b] 

[b] 

[r] 

[b] 




50 

49 

77 

78 

36 

76 

77 


14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

[n] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[b] 

[n] 

[r] 

[n] 

[n] 

01 

[n] 

[b] 

[b] 

Ul 

[b] 

[n] 

[r] 

[b] 

[n] 

[b] 

Ul 

[b] 

[n] 

[r] 

[b] 

[n] 

[r] 

[r] 

[j] 

[b] 

[r] 

[b] 

[n] 

[r] 

[r] 

01 

[b] 

[r] 

[b] 

[n] 

Ul 

[j] 

[r] 

[b] 

01 

[n] 

[b] 

Ul 

[j] 

[r] 

[b] 

01 

[n] 

[b] 
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3. Montrez en quoi le resultat quantitatif concernant l’asque de type 17 
prouve que la survenue d’un crossing-over, sur un bras chromosomique, 
bloque la survenue d’un deuxieme crossing-over, sur ce rneme bras (inter- 
ference positive); il n’y aurait done au plus que deux crossing-over par 
chromosome, un de chaque cote du centromere. 

Pour cela il est utile de schematiser les deux paires de chromatides en 
prophase I et d’en deduire les consequences genetiques selon qu'il y a 0, 1 
ou 2 crossing-over afin de definir, dans chacun des 20 types d’asques 
observes, pour lequel des genes en jeu, il y a eu pre ou postreduction, 
notamment pour l’asque de type 17. 

>• Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Maitriser les mecanismes de la meiose, de la segregation 2/2 a 1’ analyse de 
l’independance ou de la liaison genetique, a travers de tetrades. 

- Distances gene-centromere et distances entre genes. 

- Approche fonctionnelle de la diversite phenotypique associee au mode de 
transmission. 

- Analyse de la pre et de la postreduction pour des genes lies, interference entre 
crossing-over. 

Solution 

1 . Analyse de segregation. Dans chacun des deux croisements, les asques renferment 4 spores 
de type sauvage et 4 spores de type mutant, ce qui illustre le resultat attendu d’une segrega- 
tion 2/2 d’un couple d’alleles a la meiose. On peut considerer que le mutant a spores jaunes 
differe du type SSR pour un seul gene, dont les alleles seront notes J chez la SSR et j chez le 
mutant (remarque 1 , ex. 4. 1 ) et que le mutant a spores roses differe du type SSR pour un seul 
gene, dont les alleles seront notes R chez la SSR et r chez le mutant. 

Cartographie par rapport au centromere. Les octades etant ordonnees, il est possible de 
distinguer les meioses prereduites, conduisant a deux demi-asques homogenes, des meioses 
postreduites conduisant a deux demi-asques heterogenes. 

Dans les deux cas, la frequence de postreduction est significativement inferieure a sa limite 
de 0,666, atteinte des qu’il y a segregation independante entre le locus du gene et son centro- 
mere. On peut done estimer la distance au centromere de chacune des mutations j ou r par la 
demi-frequence de postreduction multipliee par 100 (remarque 2, ex. 4.1), soit : 

- distance de j a son centromere : dj = 29,5 urp (unites de recombinaison par postreduction) ; 

- distance de r a son centromere : d r = 24 urp. 

Remarque. Il est difficile, a ce stade d’emettre quelque avis sur le plan fonctionnel. Il 
est peu aise d’envisager, pour un phenotype specifique de la spore haploide, un test de 
complementation fonctionnelle ! 

On pourrait conclure que les mutations j et r ne sont pas alleliques si on montrait 
qu’elles touchent des genes physiquement independants, d’ou l’importance du croise- 
ment entre souches mutantes pour en etudier les produits de la recombinaison gene- 
tique a la meiose. 

2. Le croisement entre les deux souches jaunes et roses peut s’ecrire formellement, (j: R ) 
x (7; r), ce qui donne un diploi'de (j//J; Rl/r ) si les genes sont physiquement independants et 
un diploi'de ( jRI/Jr ) s’ils sont physiquement lies. Plusieurs resultats doivent etre interpretes. 
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• Apparition de spores noires et de spores blanches. Bien evidemment les spores noires sont 
de phenotype et de genotype sauvage (/; R) et sont le resultat d’une recombinaison genetique 
entre les deux apports parentaux. 

On observe qu’a la presence d’une spore noire recombinee, est toujours associee la presence 
d’une autre spore de phenotype blanc correspondant obligatoirement au genotype recombine 
reciproque (/'; r). 

On peut done faire l’hypothese fonctionnelle que les mutations j et r touchcnt deux genes soit 
dans une meme voie de biosynthese du pigment noir, les precurseurs accumules (ou leurs 
derives) chez les mutants etant jaunes ou roses, soit dans deux voies paralleles. Rien ne peut 
etre precise a ce stade, sauf le fait que le double mutant bloque la formation de tout pigment 
d’oit la couleur blanche. 

Remarque. On a clairement demontre que le double mutant confere le phenotype 
blanc, mais pas vraiment qu’il est mute dans deux genes differents. Cependant il est 
difficile de donner une interpretation fonctionnelle simple de 1’ apparition de pheno- 
types differents de pigmentation selon qu’un seul gene serait mute en un site ou un 
autre ou aux deux, d’autant que sous cette hypothese les deux sites mutes seraient trap 
distants pour etre sur un meme gene (29,5 - 24 = 5,5 urp au minimum si les genes 
sont lies et du meme cote du centromere, voir question precedente) ; mais on connait 
1’ existence de points chauds de recombinaison qui, en augmentant considerablement 
la probability locale de crossing-over, peuvent faire paraitre genetiquement eloignes 
deux points qui sont physiquement tres proches. 

• Analyse de la recombinaison genetique entre les deux genes, puis de la pre ou de la post- 
reduction pour chacun des deux genes. L’ interpretation des 20 types d’asques permet de 
savoir si ce sont des ditypes parentaux (DP) avec des spores parentales jaunes ou roses, ou 
des ditypes recombines (DR), avec des spores recombinees noires ou blanches, ou des tetra- 
types (T), avec les quatre types de spores (tabl. 4.8). 


Tableau 4.8 Description des 20 types d'asques et effectifs observes. 


1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

DP 

T 

T 

T 

T 

T 

T 

DR 

T 

T 

pre-pre 

post- 

post- 

post- 

post- 

pre- 

pre- 

post- 

pre- 

pre- 


pre 

pre 

pre 

pre 

post 

post 

post 

post 

post 

211 

49 

48 

50 

49 

77 

78 

36 

76 

77 


11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

T 

post- 

post 

T 

post- 

post 

DP 

post- 

post 

T 

post- 

post 

DP 

post- 

post 

T 

post- 

post 

DR 

pre-pre 

DP 

post- 

post 

DR 

post- 

post 

DR 

post- 

post 

35 

36 

18 

36 

37 

36 

i 

17 

19 

17 
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Rappel : il y a 36 types d’asques possibles pour des tetrades ordonnees avec orienta- 
tion et 20 types quand il n’y a pas d’ orientation. 

Les trois types d’asques, DP, DR et T ont des frequences respectivement egales a 0,282; 
0,073 et 0,645. La frequence des DP etant significativement superieure a celle des DR, on 
peut conclure a la liaison genetique et physique des deux locus et estimer une distance gene- 
tique corrigee. 

La distance corrigee entre les mutations j et r est egale a : dj r = [/(T)/2 + 3/(DR)] x 100 = 54 ur 
qui se trouve remarquablement coherente avec la somme des distances de chacune des muta- 
tions au centromere, celui-ci se trouvant central, ce qui montre definitivement que les deux 
mutations j et r touchent deux genes differents, puisque situes de part et d’ autre d’un 
centromere. 

L’additivite presque parfaite des distances estimees trouve son explication dans la question 
suivante. 

3 . La reconstitution des genotypes pour chaque type de spore permet de savoir pour chacun 
des deux genes s’il est pre ou postreduit (asques homogenes ou heterogenes pour les deux 
alleles de chacun des deux genes). D’ou le bilan presente dans le tableau 4.8 ou le premier 
terme (pre ou post) se refere au couple Rllr et le deuxieme au couple Jllj. 

Pour obtenir des DR, il est necessaire de realiser deux crossing-over entre les quatre chroma- 
tides (par exemple, 1-4 pour un crossing-over et 2-3 pour l’autre, ou bien 1-3 et 2-4, voir 
rappels de cours). 

Comme les deux genes sont de part et d’ autre du centromere, on peut obtenir des DR, soit 
avec deux crossing-over d’un meme cote du centromere et aucun de l’autre cote, soit avec un 
crossing-over de chaque cote du centromere ; dans le premier cas on obtiendra des DR pre- 
pre (prereduits pour chacun des deux genes), dans le second cas on obtiendra des DR post- 
post. 

On observe 1 DR pre-pre pour 72 DR post-post; la faible frequence des DR pre-pre indique 
que la survenue d’un deuxieme crossing-over sur le meme bras chromosomique qu’un 
premier est un evenement tres rare (dans cette espece). 

Les DP pre-pre ou les T post-pre, obtenus par doubles crossing-over sur un meme bras, sont 
sans doute aussi rares mais ne peuvent etre distingues des DP obtenus sans crossing-over qui 
sont eux aussi pre-pre, ou des T obtenus avec un seul crossing-over qui sont eux aussi post- 
pre. 


Remarque. Une fois encore, ce sont les DR qui permettent d’apporter une informa- 
tion decisive sur les evenements survenus a la meiose. 


Exercice 4.5 

Le batracien Rcma pipiens, frequemment utilise comme materiel par les 
embryologistes, presente aussi un interet pour les geneticiens. Son cycle de 
reproduction est diplobiontique et, comme chez la quasi-totalite des verte- 
bres, il est normalement impossible d’obtenir, de maniere groupee, les 
quatre produits d’une meme meiose. 
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A la ponte de l’ceuf, la premiere division meiotique a deja eu lieu ; l’un des 
deux noyaux a ete expulse dans le premier globule polaire, tandis que 
1’ autre noyau est entre en meiose II et reste bloque en metaphase. 

Lors de la fertilisation de 1’ ovocyte, la penetration du noyau provenant du 
spermatozoi'de declenche la sortie de metaphase. L’ anaphase puis la telo- 
phase aboutissent a la formation de deux noyaux haploi'des dont un est 
expulse en un deuxieme globule polaire, et 1’ autre va fusionner avec le 
noyau d’origine male pour former le zygote, a l’origine d’un nouvel 
individu. 

Du fait que la fecondation, puis le developpement, sont externes, il est 
facile de manipuler l’oeuf et l’embryon de batracien. Les embryologistes 
ont decouvert un rnoyen d’activer artificiellement l’ovocyte, sans fertilisa- 
tion, ce qui conduit, apres l’expulsion du deuxieme globule polaire, au 
developpement d’un embryon haploide n’arrivant pas au stade adulte. Puis 
ils ont decouvert un rnoyen, apres activation artificielle de l’ovocyte, 
d’inhiber l’expulsion du deuxieme globule polaire, ce qui conduit alors a la 
fusion des deux noyaux issus de la meiose II et au developpement, 
jusqu’au stade adulte, d’individus denommes « diploides gynogeniques », 
puisque tous leurs chromosomes sont d’origine maternelle. 

On dispose de deux souches pures de Ranci pipiens, l’une de couleur verte, 
1’ autre de couleur jaune, dont des etudes genetiques ont montre qu’elles ne 
differaient que pour un seul gene (dont les alleles seront notes A eta). Leur 
croisement donne des individus FI de couleur jaune. 

A partir de femelles FI, on obtient des femelles F2 gynogeniques, 58 % 
d’entre elles sont jaunes, 42 % sont vertes. 

1. Vous nommerez le phenomene genetique visualise par cette etude, et 
vous en ferez un schema explicite. 

2. Vous en deduirez la consequence cartographique. 

>- Niveau Licence (L3)/Definition des objectifs. 

- Illustrer l’existence de conditions particulieres permettant l’analyse de la pre et 
de la postreduction chez un vertebre. 

- Distance gene-centromere. 


Solution. II s’agit d’un cas exceptionnel qui permet de visualiser, chez un organisme diplo- 
biontique, les consequences genetiques de la pre ou de la postreduction survenant a la meiose 
(fig. 4.18). 


En consequence il est possible d’estimer le taux de postreduction (ici 16 %) et d’en deduire 
la distance du locus du gene etudie au centromere, ici 8 urp. 
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Crossing-over : 
postreduction 
Frequence : p 


p 

0 


0 

b 

1 0 

u 

0 


p 

0 

n 

0 

b 

0 


0 



Elimination 



Elimination 

-> 

du premier globule 


► 

du premier globule 


polaire 



polaire 


P 

r- □ 

lO 

0 

b 

0 

0 

0 


La cellule issue de la meiose I 
est A//A une fois sur deux, 
et alia une fois sur deux. 

La femelle gynogenique sera done 
une fois sur deux de genotype A//A, 
de phenotype [jaune]. 
Frequence de cet evenement final : 
(1 - P)/2. 

La femelle gynogenique sera done 
une fois sur deux de genotype alia, 
de phenotype [vert]. 
Frequence de cet evenement final : 
(1 - P )/2 


La cellule issue de la meiose I 
est de toute fagon heterozygote. 

La femelle gynogenique 
sera done Alla, de phenotype [jaune]. 
Frequence de cet evenement final : 
p avec 0 < p < 2/3 


Au final, la frequence des phenotypes [jaune] sera egale a : (1 - p)/2 + p, 
celle des phenotypes recessifs [vert] sera egale a : (1 - p)/2 
Conclusion : la frequence des phenotypes recessifs permet d’estimer la frequence de postreduction. 
Elle est ici de 1 6 %, ce qui donne une distance du gene au centromere egale a 8 urp 


Figure 4.18. 


Exercice 4.6 

La levure Sciccharomyces cerevisiae est un ascomycete haplodiplobion- 
tique se presentant sous forme de cellules isolees dans un milieu de culture 
liquide et formant des colonies sur un milieu solide. Les cellules entrant en 
meiose produisent quatre spores haploides reunies dans un asque inordonne. 
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On croise entre elles une souche de genotype (Mat a, met), auxotrophe 
pour la methionine, et une souche de genotype (Mat a, trp, ade), auxo- 
trophe pour les tryptophane et 1’ adenine. On rappelle que le croisement 
entre deux souches est condi tionne par le fait qu’ elles soient de signes 
sexuels opposes, notes Mat a et Mat a. 

Apres rneiose, on isole 120 tetrades, puis on les decortique sous une loupe 
binoculaire pour aligner les spores sur un milieu complet afm d’obtenir des 
colonies a partir de chaque spore haploide. Ces colonies sont repiquees sur 
differents milieux dans le but de tester leurs genotypes, le signe sexuel 
etant teste par croisement avec une souche de signe Mat a ou Mat a. 

1. Caracterisez le type de tetrade obtenue, ditype parental (DP), ditype 
recombine (DR) ou tetratype (T), pour chaque couple de phenotypes, dans 
l’analyse des quatre spores d’une tetrade (tabl. 4.9). 


Tableau 4.9 Resultats obtenus pour l'une des tetrades. 

Le signe « + » indique que la spore est prototrophe pour le pheno- 
type considere, et le signe « - » qu'elle est auxotrophe. 


Phenotype 

Mat 

met 

trp 

ade 

spore 1 

a 

+ 

- 

- 

spore 2 

a 

+ 

- 

+ 

spore 3 

a 

- 

+ 

- 

spore 4 

a 

- 

+ 

+ 


2. On analyse 120 tetrades, et on regroupe les resultats pour chacun des 
genes pris deux a deux (tabl. 4.10). Interpretez ces resultats de maniere 
exhaustive, en calculant toutes les distances genetiques, y compris celles 
par rapport au centromere. 


Tableau 4.10. 

Le signe « + » indique que la spore est prototrophe pour le pheno- 
type considere, et le signe « - » qu'elle est auxotrophe. 


ade et met 

ade et trp 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

de type 1 

de type 2 

de type 3 

de type 1 

de type 2 

de type 3 


ade met 

ade met 

ade trp 



+ + 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

~ 

+ 

+ 

+ 

53 

56 

11 

55 

52 

13 
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Tableau 4.10 (suite). 


ade et Mat 

met et trp 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

asque 

de type 1 

de type 2 

de type 3 

de type 1 

de type 2 

de type 3 

ade Mat 

ade Mat 

ade Mat 

met trp 

met trp 

met trp 

+ a 

+ a 

+ a 

+ + 

+ 

+ + 

+ a 

+ a 

+ a 

+ + 

+ 

+ 

a 

a 

a 

- 

+ 

+ 

- a 

a 

a 

- 

+ 

- 

30 

32 

60 

58 

61 

1 


Tableau 4.10 (suite). 


met et Mat 

trp et Mat 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

Asque 

de type 1 

de type 2 

de type 3 

de type 1 

de type 2 

de type 3 

met Mat 

met Mat 

met Mat 

trp Mat 

trp Mat 

trp Mat 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

+ a 

a 

a 

a 

a 

a 

- a 

- a 

a 

a 

a 

a 

a 

32 

31 

57 

36 

30 

54 


>- Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Analyse de tetrades chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 

- Independance physique et/ou genetique, distances genetiques. 

- Distance gene-centromere par utilisation de marqueurs centromeriques. 

Solution 

1. On definit basque comme DP, DR ou T relativement a deux phenotypes ou deux genes 
gouvernant ces deux phenotypes. Un asque peut tres bien etre DP pour deux genes alors qu'il 
sera DR ou T pour deux autres, ce qui est le cas ici, puisqu’il suffit de considerer les genes 
deux a deux pour voir si les spores sont de type parental ou recombine, ce qui conduit a : 


met 


Mat 


DR 


trp 


DR 


ade 


1 


met 


trp 


DP 


T 


T 


Tableau 4.11. 




Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

4 • L'analyse de tetrades 135 


2 . Pour chacun des couples de genes on peut definir et comptabiliser le type d’asque observe, 
le type 1 etant les DP, le type 2 etant les DR, et le type 3 etant les T. On peut alors donner 
pour chaque couple de genes la conclusion cartographique resultant de l’analyse des 
frequences des DP, des DR et des tetratypes (tabl. 4.12), compte tenu de l’algorithme de deci- 
sion defini (fig. 4.10). 

Comme les deux genes met et trp sont proches de leurs centromeres respectifs, on peut consi- 
derer qu’ils ne sont jamais postreduits et que cosegregeant avec leur centromere, ils en cons- 
tituent un « marqueur ». En consequence, dans les croisements ade x met ou ade x trp, les 
tetratypes resultent exclusivement de la postreduction pour le gene ade, ce qui permet alors, 
bien que les tetrades ne soient pas ordonnees, d’estimer, grace au marqueur centromerique 
que sont met ou trp, la distance de ade a son centromere. 

Pour le gene ade, on a la frequence de postreduction egale a celle des tetratypes observes 
avec les deux marqueurs centromeriques, car il est statistiquement meilleur de prendre la 
somme des observations, soit p = 24/240, et la distance au centromere qui est egale a 
d = (/7/2) x 100 = 5 urp. 

Pour le gene Mat, on observe p= 11 1/240 = 0,46, ce qui donne une distance au centromere 
egale a 24 urp. 

Tableau 4.12 Conclusions de l'analyse genetique des genes pris deux a deux. 


ade et met 

ade et trp 

DP 

DR 

T 

DP 

DR 

T 

53 

56 

11 

55 

52 

13 

/(DP) = /(DR) : il y a independence genetique. 

/( T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 

/(DP) = /(DR) : il y a independance genetique. 

/(T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 


ade et Mat 

met et trp 

DP 

DR 

T 

DP 

DR 

T 

30 

32 

60 

58 

61 

1 

/(DP) = /(DR) : il y a independance genetique. 

/( T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 

/(DP) = /(DR) : il y a independance genetique. 

/(T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 

/(T) ~ 0 : les deux genes sont tres proches 
de leurs centromeres respectifs. 


met et Mat 

trp et Mat 

DP 

DR 

T 

DP 

DR 

T 

32 

31 

57 

36 

30 

54 

/(DP) = /(DR) : il y a independance genetique. 

/( T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 

/(DP) = /(DR) : il y a independance genetique. 

/( T) < 2/3 : il y a independance physique 
des deux genes. 
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On remarquera la coherence des resultats puisque dans le croisement Mat x ade, on attend 
que les tetratypes aient une frequence donnee par l’equation/(T) = p( 1 - q) + q( 1 —p) + pq/2 
(voir page 104), ou p (0,1) et q (0,46) sont les frequences de postreduction pour les deux 
genes etudies (voir le rappel de cours), soit une valeur /(T) = 0,491, ce qui represente sur 
120 tetrades, un effectif theorique de 58,92 tetratypes; on en observe 60 ! 


Exercice 4.7 

On distingue chez l’homme la trisomie 21 libre (trois chromosomes 21 inde- 
pendants) des trisomies 21 resultant de remaniements chromosomiques. 
Ces dernieres sont assez rares (moins de 5 % des syndromes de Down) et 
on ne considerera ici que les trisomies 2 1 libres. 

La mise en evidence de sequences microsatellites (polymorphisme mole- 
culaire de l’ADN), constitutes par des repetitions en tandem de dinucleo- 
tides ou de trinucleotides (par exemple TA n ou CGG n ), sur l’ensemble des 
chromosomes humains, et sur le 2 1 en particulier, a permis de confirmer de 
maniere definitive les statistiques sur l’origine paternelle ou maternelle de 
la non disjonction meiotique conduisant a une trisomie, de meme que la 
localisation de cette non disjonction, en meiose 1 ou en meiose 2. 

En effet, il est toujours facile de Louver un marqueur microsatellite pour 
lequel les deux conjoints sont porteurs d’alleles tous differents de sorte qu’on 
peut, formellement, ecrire les genotypes du couple, pour le marqueur consi- 
dere, de la maniere suivante : 

homme (a, b ) x femme (c, d) 

II est alors possible, en appliquant une variante de la technologie de PCR 
quantitative a l’ADN genomique d’un enfant trisomique, d’amplifier les 
sequences d’ADN porteuse du polymoiphisme, ce qui permet, soit d’iden- 
tifier la presence de trois alleles differents, soit la presence de deux alleles 
differents, dont un en double dose (tableau 4.13). 


Tableau 4.13. 


Genotypes des enfants trisomiques issus 
d'un couple homme (a, b ) x femme (c, d) 

Frequences de ces differentes 
categories 

enfants (a, c, d) ou (fa, c, d) 

23,75 % 

enfants (a, fa, c) ou (a, fa, d) 

1,25 % 

(a, c, c) ou (fa, c, c) ou (a, d, d) ou (fa, d, d) 

71,25 % 

(a, a, c) ou (a, a, d) ou (fa, fa, c) ou (fa, fa, d) 

3,75 % 

TOTAL 

100 % 
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Question 1. 

On a etudie, par cette technologic de PCR quantitative, un grand nornbre 
d’enfants atteints du syndrome de Down par trisomie 21 libre, pour un 
marqueur du chromosome 2 1 , assez pres du centromere pour que la proba- 
bility de crossing-over entre le locus du marqueur et le centromere soit 
nulle (tableau 4.13). 

a. Avec quelles frequences les trisomies sont-elles d’origine paternelle ou 
maternelle ? Commentez les resultats de votre analyse. 

b. Avec quelle frequence la non disjonction survient-elle en meiose 1 ou 
en meiose 2 ? Commentez les resultats de votre analyse apres avoir realise 
les schemas de meiose. 

Question 2. 

On etudie dans un second temps un autre marqueur microsatellite du chro- 
mosome 21, a une distance telle du centromere qu’il ne peut y avoir, even- 
tuellement, qu’un seul crossing-over responsable, dans ce cas, de la post- 
reduction des deux alleles. Les parents different pour quatre alleles de ce 
marqueur, de sorte qu'on peut, formellement, ecrire les genotypes du 
couple, pour le marqueur considere, de la maniere suivante : 

homme (A, B) x femme (C, D ) 

On note / la frequence de crossing-over entre le locus du marqueur et le 
centromere du chromosome 2 1 . 

a. Cette etude n’est realisee que chez les enfants dont la trisomie est 
d’origine maternelle apres non disjonction en meiose 2; on vous demande 
de completer le tableau 4.14 en indiquant quels sont les genotypes possi- 
bles des enfants trisomiques (de la meme faqon qu’ils ont ete notes dans le 
tableau 4.13). 


Tableau 4.14. 


Couple (A, B) X (C, D) 

Non disjonction en 
meiose 2 sans crossing- 
over entre le locus du 
marqueur et le centromere 
du chromosome 21 (1 - f) 

Non disjonction en 
meiose 2 avec crossing- 
over entre le locus du 
marqueur et le centromere 
du chromosome 21 (f) 

Genotypes possibles 
chez I'enfant 
trisomique 




b. Application numerique : on observe que la frequence des enfants triso- 
miques porteurs de deux alleles maternels differents (C et D), apres NDJ 
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en meiose 2, est egale a 40 %. Deduisez en la valeur de/et la distance du 
marqueur au centromere. 

c. Pourquoi n’est-il pas possible, avec l’etude de ce seul marqueur, d’inclure 
dans l’etude les non disjonctions en meiose 1 ? 

>• Niveau Licence (L3)-PCEM / Definition des objectifs 

- Utilisation de polymorphismes moleculaires de l’ADN pour identifier l’origine 
parentale des chromosomes. 

- Etudier la disjonction en meiose 1 ou 2 avec un marqueur centromerique. 

- Utilisation d’un marqueur non centromerique pour etudier la post-reduction. 

- Verifier, sur l’ensemble de l’exercice, la bonne maitrise des processus en cours 
lors de la meiose. 

Solution 

l.a. L’ identification et le dosage des alleles rapportes par le tableau 4.13 conduit aux conclu- 
sions suivantes : 

- les trisomies 21 d’origine masculine concernent les syndromes de Down avec deux chro- 
mosomes porteurs de fallele a et/ou de fallele b, elles represented (1,25 + 3,75) = 5 % ; 

- les trisomies 21 d’origine feminine concernent les syndromes de Down avec deux chromo- 
somes porteurs de fallele c et/ou de l’allele d , elles represented (23,75 + 71,25) = 95 %. 

Commentaire. Les accidents de la meiose sont beaucoup plus frequents dans le sexe 
feminin parce que la meiose ayant commence pendant la vie embryonnaire, les 
ovocytes ont une probability importante d’ avoir accumule des accidents moleculaires 
favorisant la non disjonction (NDJ) ; d’ailleurs le risque de non disjonction, et avec lui 
le risque de trisomie 21, augmente considerablement avec f age maternel. 

b. Le marqueur etudie est centromerique, il est done toujours pre-reduit, de sorte que les deux 

alleles a, ou b, ou c, ou d, migrent toujours ensemble a f anaphase de la meiose 1 : 

- si la non disjonction (NDJ) a lieu en meiose 1 (figure 4.19), les deux paires d’allele ( a-a 
et b-b, chez le pere; ou c-c et d-d chez la mere) migrent ensemble, ce qui conduira a des 
gametes disomiques (a, b ) en cas de NDJ paternelle (figure 4.19) et (c, d), en cas de NDJ 
maternelle (non figure) ; 

- si la non disjonction a lieu en meiose 2 (figure 4.20), elle concernera des chromatides sceurs 
(au moins pour les locus proches du centromere puisque pas de CO done pre-reduction), ce 
qui conduira alors a des gametes disomiques ( a , a) ou (b. b ), en cas de NDJ paternelle 
(figure 4.20), et (c, c) ou (d, d ), en cas de NDJ maternelle (non figure). 

On peut done interpreter les resultats du tableau 4.13 de la fagon suivante : 

- dans le sexe masculin, il y a done 1,25/(1,25 + 3,75) = 25% de NDJ a la meiose 1 pour 
75 % de NDJ a la meiose 2; 

- dans le sexe feminin, il y a done 23,75/(23,75 + 71,25) = 25% de NDJ a la meiose 1 pour 
75 % de NDJ a la meiose 2. 

Commentaire. Les frequences de NDJ a la meiose 1 et a la meiose 2 sont les memes 
dans les deux sexes, elles semblent done dependre de facteurs independants du sexe, 
la meiose 2 apparaissant comme la phase la plus critique dans les accidents de NDJ. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

4 • L'analyse de tetrades 139 


a 



t 


b 



CEuf trisomique 


CEuf monosomique 


Figure 4.19 Non disjonction a la meiose 1. 


I 



CEuf trisomique CEuf monosomique 

Figure 4.20 Non disjonction a la meiose 2. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

140 Concepts de base et exercices corriges 


2. a Le tableau 4.14 complete, a l’aide des figures 4.19 et 4.20, se presente ainsi (tableau 4.15). 


Tableau 4.15 


Couple (A B) X (C, 

D) 

Non disjonction en meiose 2 
sans crossing-over entre le locus 
du marqueur et le centromere 
du chromosome 21 (1 — 0 

Non disjonction en meiose 2 
avec crossing-over entre le locus 
du marqueur et le centromere 
du chromosome 21 ( f) 

Genotypes possibles 
chez I'enfant 
trisomique 

(A, C, O ou (A D, D) 
ou ( B , C, O ou ( B , D, D) 

(A C D) ou (B, C, D ) 


b. II y a post-reduction dans les meioses maternelles si les gametes disomiques sont porteurs 
de deux alleles differents (C,D) 

La valeur de/est done egale a 0,4 et on peut estimer la distance au centromere comme egale 
a 20 unites de post recombinaison du centromere. 

c. II n’est pas possible d’utiliser les observations resultant d’une NDJ en meiose 1 car il n’est 
pas possible, pour certains gametes de savoir si il y a eu ou non post-reduction. 

Pour vous en rendre compte, reprenez les figures 4.19 et 4.20 en y placant les alleles A et B, 
respectivement sur les chromosomes porteurs de a et b. Vous remarquerez qu’en cas de non 
disjonction en meiose 1, on peut obtenir des gametes disomiques (a, b. A, B) aussi bien en 
cas de pre-reduction qu’en cas de post-reduction d’ou l’ambiguite d’ interpretation; seuls les 
gametes disomiques (a, b, A , A) et (a, b, B, B) sont issus sans ambiguite d’une post-reduction. 

Remarque. Bien evidemment les resultats seraient inverses si on placait les alleles A 
et B, respectivement sur les chromosomes porteurs de b et a. 
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Chapitre 5 

L'analyse genetique fonctionnelle : 
complementation fonctionnelle 
et dominance-recessivite 


5.1 LA DEFINITION FONCTIONNELLE DU GENE : 

LA DECOUVERTE DE LA RELATION 
UN GENE/UNE ENZYME 

La fonction du gene, c’est-a-dire son contenu informatif est demeure mysterieux 
j usque dans les annees 1940, quand des experimentations, notamment sur des 
mutants simples (touches en un seul gene) du metabolisme chez la levure, ont permis 
de montrer qu’un gene codait pour une chaine peptidique (le dogme originel « un 
gene-une enzyme » ayant ete rapidement remplace pai' la formule plus generale « un 
gene-une chaine peptidique »). 

La levure, comme tous les microorganismes, est capable d’ assurer la biosynthese 
de toutes les molecules organiques simples de la biochimie, notamment les acides 
amines. Un mutant incapable de produire une telle molecule est dit auxotrophe , alors 
que la souche sauvage, capable de la biosynthetiser est dite prototrophe. Un mutant 
auxotrophe peut neanmoins pousser s’il est mis en culture sur un milieu minimal 
(une source de carbone et d’azote, et une serie d’elements mineraux) additionne de 
la molecule qu’il est incapable de produire, mais qu’il va trouver dans ce milieu. 

Disposant d’une serie de mutants auxotrophes pour un acide amine (comme 
l’histidine), les geneticiens ont pu montrer que de tels mutants pouvaient aussi 
pousser sur des milieux minimum additionnes d’un des intermediaires ou precur- 
seurs de la chaine de biosynthese de 1’ acide amine. 
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Le concept de chaine metabolique gouvernee par 1’ action des genes etait atteste 
par plusieurs faits : 

- certains mutants, poussant sur un milieu additionne de l’acide amine terminal, 
excretaient une molecule precurseur de celui-ci, ce qui montrait bien que la chaine 
etait bloquee a 1’ etape de transformation de ce precurseur- intermediate ; 

- les differents mutants ne pouvaient pas pousser avec n’importe lequel des precur- 
seurs, ce qui montrait bien qu’ils n’etaient pas bloques dans la rneme etape de la 
chaine de biosynthese ; 

- certains mutants incapables de pousser avec un precurseur A se revelaient capa- 
bles de pousser avec un precurseur B, ce qui prouvait que l’ordre de biosynthese 
etait bien A-B-acide amine terminal. 

Grace a ce type d’ experimentations les geneticiens purent non seulement etablir 
ou preciser les differentes chaines metaboliques, rnais surtout arriver a la conclusion 
qu’un mutant auxotrophe, mute dans un gene, etait, en general, incapable d’assurer 
une et une seule des etapes d’une chaine de biosynthese. De la, ils conclurent que 
chaque chaine de biosynthese etait dependante d’un ensemble de genes, chacun de 
ces genes gouvernant la realisation d’une etape. 

Puis on a montre comment un gene gouvernait une etape d’une chaine de biosyn- 
these en montrant que son contenu informatif specifiait precisement 1’ enzyme 
permettant la realisation de cette etape. La demonstration est venue du fait que 
certains mutants etaient depourvus d’une enzyme connue pour intervenir dans la 
chaine etudiee. D’autres arguments s’ajouterent, notamment grace aux etudes des 
pathologies hereditaires de l’hemoglobine chez l’homme. Dans la plupart des cas, 
ces pathologies hereditaires resultent de la mutation d’un seul gene (car se transmet- 
tant selon un mode mendelien, segregation 2 x 2), et sont caracterisees par la 
presence d’une hemoglobine anormale dont la chaine a (ou (3, selon les cas) differe 
systematiquement de la chaine normale par un seul et meme acide amine. 

Cette observation attestait non seulement l’idee que le gene etait bien un message 
codant une chaine peptidique (a ou (3), mais aussi l’idee que ce type de mutation 
touchait ponctuellement le message genetique puisque tous les acides amines, sauf 
un, etaient correctement specifies et ordonnes, ce qui conduisait a l’hypothese, 
confirmee par la biologie moleculaire, que le gene specifie, par sa sequence, la 
nature et l’ordre des acides amines du produit peptidique constituant son « produit ». 
Depuis cette date le concept de gene est devenu beaucoup plus complexe (chap. 1). 

5.2 LA COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE 
ET LE TEST D'ALLELISME 

La complementation fonctionnelle est un phenomene qui a permis de comprendre la 
fonction biochimique du gene car il trouve son explication dans cette fonction. C’est 
un phenomene resultant du fait qu’un gene code pour une chaine peptidique, un 
produit diffusible au sein de la cellule (voire au sein de l’organisme si elle est 
secretee). 
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D’un point de vue experimental, la complementation fonctionnelle permet de 
comprendre pourquoi et comment le croisement de deux souches mutantes de meme 
phenotype peuvent avoir une descendance de phenotype sauvage, en considerant 
l’exemple suivant, ou il est tres important de noter l’enchainement des etapes expe- 
rimentales et leur relation logique. 

On dispose de trois souches haploides de levure, respectivement notees A, B et C, 
auxotrophes pour l’histidine, phenotype note [his - ], et de la souche SSR prototrophe 
pour l’histidine, de phenotype note [his + ]. On souhaite, par l’analyse genetique de 
ces mutants, entreprendre 1’ analyse genetique du processus de biosynthese de 
1’ histidine. 


5.2.1 Croisement des mutants par la souche sauvage SSR : 
test de dominance/recessivite 

Le croisement de chacune des souches A, B ou C par la souche SSR, donne des 
cellules diploides de phenotype [his + ]. Ce test de dominance montre que les trois 
phenotypes d’auxotrophie sont recessifs. L’ interpretation fonctionnelle du caractere 
recessif de l’auxotrophie est facile si on considere la fonction d’un gene : 

- la souche SSR possede, pour un gene g, un allele fonctionnel, note g + , qui lui 
permet de produire une des enzymes de la chaine de biosynthese de l’histidine; 

- la souche A est mutee dans ce gene g, elle possede un allele mute, note g~, non 
fonctionnel, soit parce que l’enzyme est absente, soit parce qu’elle est presente, 
mais non fonctionnelle (tout depend de l’effet biochimique de la mutation). La 
chaine de biosynthese de l’histidine est alors bloquee au niveau de l’etape 
gouvernee par l’enzyme resultant de l’expression du gene g ; 

- la souche diploide, issue du croisement SSR x A, possede deux exemplaires du 
gene g, un exemplaire sauvage g + venant du parent SSR et un allele mute g~ 
venant du parent A. Cet heterozygote g + //g~ peut se schematiser ainsi : 


Allele gT SSR 


Allele gr mute chez A 


- dans la cellule diploide, l’expression de 1’ allele g + du gene g conduit a la presence 
d’une enzyme fonctionnelle permettant de realiser l’etape bloquee chez le mutant A. 
Si la quantite produite d’enzyme est suffisante pour que cette etape puisse etre 
realisee sans probleme, la presence de 1’ allele mute g~ n’a aucune consequence 
phenotypique et le phenotype du diploide est sauvage [his + ]. II est capable 
d’ assurer la biosynthese de l’histidine. 

L’effet de l’allele sauvage est dominant s’il compense celui de l’allele mute (pour 
plus de details, voir 5.5). 
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La meme interpretation vaut pour les souches mutantes B ou C. mais rien ne 
permet de dire que A, B ou C sont rnutees dans un meme gene ou dans des genes 
differents ! 

Par ailleurs, rien ne permet de dire que A, B ou C ne sont rnutees que dans un seul 
des genes de la chaine de biosynthese, information qui resultera de l’etape suivante 
de 1’ analyse genetique. 

5.2.2 Analyse genetique de la meiose chez les diploides 
issus du croisement mutant x SSR 

II s’agit ici de tester la segregation 2x2 des phenotypes [his + ] et [his - ], chez les spores 
haploides resultant de la meiose des diploides issus des croisement SSR x mutant. 

S’il y a segregation 2x2 (chap. 2), on peut conclure que la souche mutante ne 
differe de la souche sauvage que pour un seul gene, la meiose donnant les propor- 
tions attendues dans le cas d’un seul couple d’ alleles. 

Si la segregation n’est pas une segregation 2 x 2, on doit conclure que la souche 
mutante differe de la souche sauvage pour plus d’un gene (en [’occurrence, elle est 
bloquee dans plusieurs etapes) et il convient, quand c’est possible, de denombrer le 
nornbre de genes mutes, par 1’ analyse des frequences des differents phenotypes 
(chap. 3). 

Considerons, dans notre exemple que la segregation 2x2 etant observee chez les 
trois types de diploides, on puisse conclure que chaque souche A, B ou C n’est 
rnutee que dans un seul des genes de la chaine de biosynthese de l’histidine. 

5.2.3 Croisements entre souches mutantes : 

test de complementation fonctionnelle et test d'allelisme 

Le test de complementation fonctionnelle est le rnoyen experimental qui permet de 
montrer que deux souches mutantes sont ou ne sont pas rnutees dans un meme gene, 
ou dans le meme gene, si on a rnontre par ailleurs que chacune des souches n’etait 
rnutee que dans un seul gene (segregation 2x2 dans un croisement avec la SSR, voir 
plus haut). 

Si on precede au croisement de deux souches mutantes de phenotypes [his - ], on 
peut s’attendre, compte tenu de ce qu’on sait de la fonction d’un gene et de notre 
interpretation de la recessivite des phenotypes mutants, a deux resultats possibles : 

- soit les deux souches sont rnutees dans des genes differents, alors le phenotype du 
diploide issu du croisement entre elles est sauvage [his + ] ; 

- soit les deux souches sont rnutees dans le meme gene, alors le phenotype du 
diploide issu du croisement entre elles est mute [his - ] . 

Ces deux types de resultats sont faciles a comprendre a partir des figures 
suivantes. 

Cas 1. Les souches A et B ne sont pas rnutees dans le meme gene, A est rnutee 
dans un gene g et B est rnutee dans un gene k (fig. 5.1). 
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Allele cr mute chez A 


Allele If fonctionnel chez A 


Allele g + fonctionnel chez B 


Allele /r mute chez B 


Figure 5.1 Representation schematique d'un diploide 
forme d'apports haploides mutes dans deux genes differents. 

Dans la cellule diploide, 1’ expression de 1’ allele g + du gene g conduit a la presence 
d’une enzyme fonctionnelle permettant de realiser l’etape bloquee chez le mutant A, 
comme cela se passait chez le diploide issu du croisement mutant A x SSR. De 
meme 1’ expression de 1’ allele k + du gene k conduit a la presence d’une enzyme fonc- 
tionnelle permettant de realiser l’etape bloquee chez le mutant B, comme cela se 
passait chez le diploide issu du croisement mutant B x SSR. II y a double compensa- 
tion allelique. 

Au total, les deux etapes bloquees, l’une chez A, l’autre chez B, sont desormais 
realisables : il y a complemen tation fonctionnelle. Chacune des souches, etant mutee 
dans un gene different, apporte, chez le diploide issu de leur croisement, la fonction 
dont l’autre est depourvue, et le diploide est alors de phenotype [his + ], contrairement 
aux deux souches parentales. 

D’un point de vue experimental, l’observation de la complementation fonction- 
nelle permet de conclure que les deux souches mutantes etudiees, ici A et B, ne sont 
pas mutees dans le meme gene. Le test de complementation fonctionnelle est done 
aussi un test d’allelisme puisqu’on peut conclure que les mutations g~ et kr des 
souches A et B ne sont pas alleliques car elles ne touchent pas le meme gene. 

Cas 2. Les souches A et C sont mutees dans le meme gene g (fig. 5.2). 


Allele gr mute chez A 


Allele gr mute chez C 


Figure 5.2 Representation schematique d'un diploide 
forme d'apports haploides mutes dans le meme gene. 


Chez ce diploide, les deux exemplaires du gene g sont mutes et non fonctionnels ; 
il ne peut, pas plus que chacune des souches parentales, realiser l’etape bloquee par 
l’absence de l’enzyme codee par le gene g (ou sa presence, mais dans un etat non 
fonctionnel). Il n’y a pas complementation fonctionnelle parce que les deux souches A 
et C sont mutees dans le meme gene, le diploide est de phenotype [his - ], comme les 
souches parentales. 

D’un point de vue experimental, le test de complementation fonctionnelle est 
done aussi un test d’allelisme puisqu’on peut conclure que les mutations des souches A 
et B sont alleliques puisqu’ elles touchent le meme gene. 
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En consequence, on doit s’attendre a observer de la complementation fonction- 
nelle dans le croisement B x C, puisque A est mute dans un gene different de B et 
que A est mute dans le rneme gene que C. A Tissue d’un test de complementation 
fonctionnelle, les resultats peuvent se presenter sous la forme d’un tableau (tabl. 5.1), 
oil la derniere colonne rappelle les resultats du test de dominance, oil les signes « - » 
et « + » indiquent, respectivement, T incapacity de produire de T histidine (pas de 
complementation fonctionnelle), ou la capacite d’en produire (complementation 
fonctionnelle ou compensation allelique). 


Tableau 5.1 Tableau de resultats de tests de complementation et de dominance. 


Croisement 
entre souches 

A 

B 

C 

SSR 

A 

- 

+ 

- 

+ 

B 


- 

+ 

+ 

C 



- 

+ 


Remarque 1. L’ interpretation precedente n’est valable que parce qu’on sait 
que chacune des souches A, B ou C n’est rnutee que dans un seul gene. Imagi- 
nons que C soit un double mutant (pas de segregation 2x2 chez le diploide 
issu de la rneiose C x SSR), on pourrait observer d’autres resultats (tabl. 5.2). 


Tableau 5.2 Resultat d'un test de complementation faisant apparaItre un double mutant. 


Croisement 
entre souches 

A 

B 

C 

SSR 

A 

- 

+ 

- 

+ 

B 


- 

- 

+ 

C 



- 

+ 


L’ interpretation conduirait a considerer que A et C sont mutes dans un rneme 
gene (on ne peut pas dire le rneme gene puisque A est un mutant simple et que 
C est un mutant double) et que B et C sont aussi mutes dans un rneme gene, 
rnais different du precedent, puisque A et B complementent. 

Remarque 2. L’ interpretation d’un test de complementation fonctionnelle 
n’est possible que pour les croisements entre deux mutants recessifs. 

Si parmi des mutants de rneme phenotype, certains sont dominants (pas de 
compensation allelique de T allele sauvage), ce que permet de determiner le 
test de dominance par le croisement avec la SSR, ces mutants dominants ne 
peuvent donner lieu a aucune analyse fonctionnelle dans des croisements avec 
d’autres mutants (dominants ou meme recessifs). II suffrt de reprendre les 
figures 5.1 et 5.2 et les raisonnements associes pour voir que le phenotype du 
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diploide sera toujours mute, que les deux souches parentales soient ou ne 
soient pas mutees dans le meme gene. 

C’est pourquoi on a souvent l’habitude, dans un tableau de croisements entre 
mutants, d’y ajouter les croisements mutant x SSR, ce qui permet d’exclure 
de l’analyse tout mutant dominant. 

Remarque 3. Deux souches mutees dans un meme gene, comrne A et C dans 
l’exemple ci-dessus, ne sont pas forcement mutees, ni au meme site dans le 
gene, ni de la meme maniere (il y a plusieurs types differents de mutation d’un 
gene, mutation stop ou non-sens, mutation faux-sens, mutation de decalage du 
cadre de lecture, mutation d’epissage, deletion ou insertion de triplets ou de 
sequences plus longues, mutation dans le promoteur, etc.). 

Deux alleles d’un gene sont dits homoalleles quand ils sont porteurs de la meme 
mutation (meme site, meme type de mutation), deux alleles d’un gene sont dits 
heteroalleles quand ils sont porteurs de deux mutations differentes de ce gene 
(mutations du meme gene mais en un site different et/ou d’un type different). 
Mais, des lors qu’un diploide est porteur de deux exemplaires mutes non fonc- 
tionnels d’un gene, il est, du point de vue fonctionnel, incapable de realiser 
1’ operation gouvernee par ce gene, que les deux exemplaires soient homo- 
alleliques ou heteroalleliques. 

Un test de complementation fonctionnelle, s’il permet de conclure que A et B 
sont mutes dans le meme gene, ne permet pas de conclure sur la nature 
homoallelique ou heteroallelique des mutations touchant A et B. On peut 
cependant dire, si les mutants A et B ont ete obtenus independamment, que la 
plus grande probability est qu’il s’agisse d’heteroalleles. 

Un diploide porteur de deux heteroalleles a un genotype dit « heterozygote 
composite » et un phenotype mute, puisqu’il n’y a pas de complementation 
fonctionnelle entre mutations homo et/ou heteroalleliques. 


5.3 LES GROUPES DE COMPLEMENTATION 
ET LE DENOMBREMENT DES GENES 

L’analyse genetique d’un phenomene consiste a denombrer le nombre de genes 
impliques dans celui-ci, puis a identifier la fonction biochimique de chacun d’ entre 
eux, leurs interactions eventuelles et la regulation de leur expression. 

Le denombrement des genes impliques dans un phenomene est l’une des applica- 
tions du test de complementation fonctionnelle. 

En obtenant le plus grand nombre possible de mutants du phenomene etudie, on 
diminue le risque de ne pas toucher l’un des genes impliques dans celui-ci (a moins 
que les mutations d’un gene particulier soient letales), puis, en croisant entre eux 
tous les mutants recessifs, on peut construire des « groupes de complementation ». 
Chaque groupe de complementation est un ensemble de mutants ne complementant 
pas entre eux, done touches dans un meme gene; par consequent un groupe de 
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complementation definit un gene en regroupant tous les mutants (recessifs) mutes 
dans ce gene. Le nombre de groupes de complementation definis par 1’ analyse fonc- 
tionnelle des croisements entre mutants recessifs du phenomene etudie correspond 
au nombre minimal de genes impliques dans ce phenomene. 

Ce nombre de genes peut etre superieur si on considere que le crible de mutants 
(chap. 8) n’a pas ete assez efficace (aucun mutant pour certains des genes) ou si des 
mutants dominants ont ete obtenus (ils ne peuvent etre rattaches, par test fonc- 
tionnel, a aucun groupe de complementation). 


5.4 LA COMPLEMENTATION FONCTIONNELLE 
EST UN OUTIL DE CROISEMENT 

Croiser des drosophiles est simple, il suffit de les reunir dans un tube et de les laisser 
faire, croiser des vegetaux est souvent plus laborieux puisque l’experimentateur va 
devoir recuperer le pollen pour le disperser sur le stigmate de l’ovaire. 

Mais comment croiser entre elles des souches d’organismes unicellulaires comme 
la levure ? En effet, l’ensemencement d’une boite par deux souches haploides (de 
signe sexuel oppose) va conduire a 1’ apparition de colonies haploides parentales, 
la oil les cellules des deux souches n’ont pas ete en contact, et de colonies diploides 
la oil le contact a permis la fusion cellulaire, sans aucun moyen de distinguer les colo- 
nies diploides qu'on recherche des colonies haploides parentales qui nous indifferent. 

C’est ici que la complementation fonctionnelle se revele etre un outil utile et effi- 
cace pour l’experimentateur. En utilisant deux souches parentales auxotrophes pour 
des molecules differentes, par exemple la valine pour l’une et le tryptophane pour 
1’ autre, on peut, en les croisant sur milieu minimum, etre sur de ne recuperer que des 
colonies diploides, grace a la complementation fonctionnelle dont elles peuvent 
beneficier. Les mutations d’auxotrophie des souches parentales sont ici utilisees 
comme « marqueurs de selection de diploides ». 

Ainsi, dans une etude portant sur des mutants [his - ], auxotrophes pour l’histidine, 
tous les mutants [his - ], comme la souche SSR [his + ] doivent etre porteurs de marqueurs 
de selection de diploides; de ce fait la souche designee comme SSR est certes 
« sauvage » pour le phenotype histidine mais obligatoirement rnutee pour le (ou les) 
marqueur(s) de selection de diploides. 


5.5 INTERPRETATION FONCTIONNELLE ET MOLECULAIRE 
DE LA DOMINANCE ET LA RECESSIVITE 

5.5.1 Approche formelle et factorielle de la dominance 
et de la recessivite 

II est d’usage de croiser un mutant avec une souche de reference, dite sauvage, afm 
d’observer le phenotype du diploide qui en est issu. Si ce diploide presente un pheno- 
type identique a celui du parent sauvage, le phenotype mutant est dit « recessif », si 
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le phenotype est identique a celui du parent mutant, celui-ci est dit « dominant », 
enfin si le phenotype du diploide est different, eventuellement intermediate, les 
phenotypes parentaux sont dits « co-dominants ». 

Du fait que les phenotypes observes resultent de l’action, ou de l’inaction (en fait, 
on ne sait pas), de genes sous-jacents, 1’ interpretation factorielle de ces observations 
phenotypiques conduit a considerer que 1’ allele sauvage a, selon les cas, un effet 
dominant ou recessif par rapport a l’effet de 1’ allele mute, de meme qu’on jugera de 
l’effet dominant ou recessif d’un hetero-allele vis-a-vis de l’effet d’un autre hetero- 
allele. 

Le meme type d’approche formelle et factorielle permet de considerer, en gene- 
tique medicale que : 

- une maladie genetique est dite recessive quand sa manifestation exige la presence 
de deux exemplaires mutes du gene implique dans cette maladie. Dans ce cas 
chacun des deux parents, qui n’est en general pas atteint est dit porteur sain ; il est 
heterozygote, porteur d’un exemplaire fonctionnel non mute du gene et d’un 
exemplaire mute, celui qu’il a transmis a son enfant atteint, conjointement avec la 
transmission de l’exemplaire mute de l’autre parent; 

- une maladie genetique est dite dominante quand la presence d’un seul exemplaire 
mute du gene implique dans la maladie suffit a sa manifestation; a fortiori quand 
les deux exemplaires sont mutes la maladie est presente, mais peut, dans certains 
cas, revetir une forme plus grave, voire differente. 

Dans le cas oil l’individu atteint n’est porteur que d’un seul exemplaire mute du 
gene (cas de loin le plus courant), cet exemplaire mute a ete transmis par l’un des 
deux parents, qui est lui-meme atteint puisqu’il suffit d’avoir un seul exemplaire mute 
pour I’etrc, de sorte que tout individu atteint a, en amont, l’un de ses deux parents 
atteints, et, en aval, la rnoitie de ses enfants atteints. 

Cela suppose neanmoins que la maladie dominante soit compatible avec la vie et 
la reproduction, ou bien qu’elle est mortelle mais ne survient que tardivement dans 
la vie (ce qui est les cas de la plupart des maladies neuro-degeneratives). 

II peut arriver cependant qu’aucun des deux pat ents ne soit atteint, observation qui 
presente alors deux interpretations : 

- soit l’enfant atteint est porteur d’une mutation de novo, apparuc dans la lignee 
germinale de l’un des deux parents ; 

- soit l’un des deux parents est porteur de la mutation mais ne presente pas la 
maladie car la presence d’un allele mute du gene n’est pathogene que sous diffe- 
rentes autres conditions genetiques et/ou environnementales, conditions qui sont 
reunies chez l’enfant et mais non chez le parent porteur. On dit, dans ce cas, que 
la maladie a une penetrance incomplete, e’est-a-dire que la probability de mani- 
festation, sachant que la mutation pathogene est presente, est inferieure a 1. Si la 
presence d’un exemplaire mute suffit, quel que soit le contexte, a la manifestation 
de la maladie, on dit que la maladie a une penetrance complete. 

Mais une interpretation factorielle n’est pas une interpretation fonctionnelle car 
elle ne prejuge ni de faction ni de l’inaction de 1’ allele mute puisqu’on ne sait pas 
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s’il s’agit d’une perte ou d’un gain de fonction. Ainsi, dans l’analyse genetique fonnelle, 
celle de Mendel ou des geneticiens du debut du xx e , on ne fait que « constater » la 
dominance ou la recessivite des phenotypes (ou des alleles au sein d’un genotype 
diploide) sans lui apporter d’ interpretation fonctionnelle puisque le gene est encore 
a ce moment une boite noire. 

Avec la raise en evidence de la fonction du gene, puis le developpement de la 
biologie cellulaire et moleculaire, les phenomenes de dominance et de recessivite 
sont devenus comprehensibles dans leur causalite fonctionnelle. 

5.5.2 Les differentes mutations possibles d'un gene 
et leurs consequences fonctionnelles 

a) Distinction entre mutations de perte de fonction ou de gain de fonction 

La modification de l’information genetique portee par un gene peut avoir deux types 
antagoniques de consequences fonctionnelles : 

- soit il s’agit d’une mutation de perte de fonction, par effet quantitatif (sous- 
expression conduisant a moins ou pas de produit du gene) ou par effet qualitatif 
(un produit moins actif, voire inactif) ; 

- soit il s’agit d’une mutation de gain de fonction, par effet quantitatif (sur-expression 
conduisant a plus de produit du gene) ou par effet qualitatif (un produit plus actif), 
ou par formation d’un produit mute doue d’une nouvelle propriete physico- 
chimique et biologique, qui remplace l’activite anterieure ou s’ajoute a elle (par 
exemple toxicite dans certaines pathologies dominantes). 

b) Distinction entre mutation ponctueiie et non ponctuelle 

La mutation ponctuelle d’un gene est une modification locale de sa sequence d’ADN 
par substitution d’une paire de base par une autre (SNP : Single Nucleotide Polymor- 
phism) ou par deletion ou insertion d’une, deux ou trois paires de bases. Une mutation 
ponctuelle peut par consequent conduire a une modification de l’information genetique 
portee par ce gene. Cette nouvelle version du gene constitue de toute faqon, qu’elle 
ait ou non une consequence phenotypique, un allele different de 1’ allele d’origine. 

Les mutations non ponctuelles d’un gene correspondent soit a des deletions, 
notamment a 1’ issue de mutations chromosomiques par CO (meiotique ou mitotique 
ou interphasique), soit a des insertions, notamment des sequences retrovirales ou de 
type transposon, soit a f amplification d’une courte sequence repetee, en general un 
triplet. Dans les deux premiers cas, elles conduisent principalement a des pertes de 
fonction des genes concernes, dans le troisieme cas, il s’agit souvent de gain de 
fonction, notamment quand le triplet repete est dans une sequence codante (maladie 
de Huntington). 

c) Les differents types de mutations ponctuelles du gene 

La figure 5.3, en rappelant que le gene est constitue d’un ensemble de sequences 
emboitees dont la sequence codante n’est que la sequence centrale, precise comment 
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des mutations ponctuelles affectant diverses sequences peuvent avoir des conse- 
quences quantitatives ou qualitatives associees a une perte ou un gain de fonction. 
On peut noter cependant que muter un gene, comme le fait de toucher un edifice 
complexe, conduit le plus souvent, en probabilite, a une perte de fonction plutot qu’a 
un gain. 

Bien evidemment, seules les mutations affectant la sequence codante touchent la 
chaine peptidique et se traduisent par un effet qualitatif; il faut cependant leur 
adjoindre certaines mutations d’epissage qui, plutot que de bloquer l’epissage (perte 
de fonction) peuvent generer un episscige alternatif conduisant a une chaine pepti- 
dique anormale (avec eventuellement gain de fonction). 

NB : les sequences 5'UTR {Untranslated) et 3'UTR sont les sequences trans- 
crites, presentes sur le messager, mais non traduites, en amont du codon AUG ou en 
aval du codon STOR Elies ont une fonction biologique puisque la mutation de 
certaines peut avoir des effets phenotypiques (dystrophie mytonique). 



Figure 5.3 


Remarque. Les gains de fonction sont une des bases de Revolution genetique 
sous jacente a Revolution des especes. Si la fonction du gene mute est modi- 
fiee, la fonction anterieure peut etre conservee si ce gene existait prealable- 
ment en deux copies identiques, ce qui est possible car il existe un mecanisme, 
le crossing-over inegal, par lequel un gene peut se trouver duplique en tandem 
sur un chromosome; c’est ainsi que se sont formees les families des genes a 
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et (3 conduisant a la synthese des differents types d’hemoglobines. On peut 
alors envisager des mutations survcnant sur l’une des copies du gene, sans risque 
de faire perdre la fonction du gene qui reste assuree par la copie non rnutee. 

d) Les differents types de mutations non ponctuelles du gene 
> Les triplets repetes 

II s’agit d’une classe de mutations tout a fait particuliere dont l’existence et les effets 
pathologiques n’ont ete observes que chez l’homme (pour l’instant). Dans tous les 
cas il s’agit d’une sequence d’un triplet repete dont la taille (le nombre de repetitions 
du triplet) est variable et comprise dans une fourchette formant ainsi un polymor- 
phisme multi-allelique de type STR ( Short Tandem Repeats ) encore appele microsa- 
tellite. Bien que stable a la replication, un STR peut, si sa longueur atteint ou depasse 
un certain multiple, a la suite d’une mutation ou de processus encore a l’etude, 
devenir tres instable sur le plan replicatif et etre alors sujet a des variations de grande 
ampleur, contraction ou amplification. Dans un certain nombre de cas, l’expansion 
d’un triplet repete a un effet pathogene responsable des maladies a biplets (tableau 5.3). 
Cet effet pathogene est dominant dans toutes les maladies dites « a triplets » 
exceptee la maladie de Friedrich, le cas des maladies bees a l’X etant plus complexe, 
du fait de l’interaction entre l’effet pathogene et l’inactivation de l’X, dans le sexe 
feminin. 


Tableau 5.3 Les maladies a triplets. 


Maladie 

Localisation 

Triplet 

Taille 

normale 

Taille 

premutee 

Taille 

pathogene 

Effet 

pathologique 

X-fragile 

5'UTR 

CGG 

6-52 

59-230 

230-2 000 

inactivation 
du gene par 
hypermethyla- 
tion induite 
du promoteur 
et absence 
de transcription 

1 1 

Maladie de 
Huntington 

sequence 

codante 

CAG 

10-34 

36-39 

40-121 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

Ataxie spino- 
cerebelleuse 
type 1 : SCA1 

sequence 

codante 

CAG 

6-39 


40-81 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

SCA2 

sequence 

codante 

CAG 

14-31 


34-59 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 
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Maladie 

Localisation 

Triplet 

Taille 

normale 

Taille 

premutee 

Taille 

pathogene 

Effet 

pathologique 

SCA3 

(Machado- 

Joseph) 

sequence 

codante 

CAG 

13-44 


60-84 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

SCA6 

sequence 

codante 

CAG 

4-18 


21-28 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

SCA7 

sequence 

codante 

CAG 

7-17 


38-130 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

DRPLA 

sequence 

codante 

CAG 

7-25 


49-75 

expansion 
toxique 
d'un domaine 
poly-glutamine 

1 1 

Dystrophie 

myotonique 

3'UTR 

CTG 

5-37 

50-80 

80-1 000 

interaction 
toxique 
avec proteines 
de liaison 
aux messagers 

1 1 

Ataxie 
de Freidrich 

sequence 

intronique 

GAA 

6-29 

34-40 

200-900 

bloque 

la transcription 
done I'expres- 
sion du gene 
(effet recessif) 


Selon les cas la sequence repetee est situee dans la sequence 5’UTR, entre le 
promoteur et la sequence codante (syndrome de l’X-fragile : la mutation pathogene 
entraine 1’ extinction du gene), dans la sequence codante (maladie de Huntington, 
ataxies spino-cerebelleuses : l’expansion du CAG entraine l’expansion toxique d’un 
domaine poly-glutamine sur la proteine), dans la partie 3' non codante de l’ARNm 
(dystrophic myotonique : effet pathologique en cours d’ etude), dans un intron (maladie 
de Friedrich : l’expansion du GAA provoque l’extinction du gene par blocage de la 
transcription par formation d’un complexe entre les quatre brins d’ADN, ce qui 
explique le caractere recessif de son effet). 

Ces mutations sont des mutations « dynamiques » a l’origine du phenomene d’« anti- 
cipation genique » qui est caracterise par la progression au cours des generations de 
la gravite du phenotype (signes cliniques et age de debut des signes) en raison de 
1’ amplification de la sequence lors de sa transmission. 
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> Les insertions d'elements mobiles 

Les insertions d’elements mobiles, comme les retrovirus, peuvent inactiver un gene 
ou dereguler son expression selon leur site d’insertion; c’est pourquoi certains virus 
comme le HBV peuvent induire des tumeurs dans le tissu hepatique infecte. 

>■ Les macromutations 

Elies resultent d’ accidents majeurs de la replication ou de la recombinaison par crossing- 
over conduisant, selon les cas, a des deletions d’un ou plusieurs genes, parfois a leur 
duplication (crossing-over inegal), et aux diverses anomalies de structures des chro- 
mosomes (translocations, inversions, deletions, duplication, fusions centriques). 

5.5.3 Interpretation fonctionnelle et moleculaire 
de la dominance et la recessivite 

Seule 1’ analyse moleculaire du gene ou de son produit, dans leurs diverses formes 
alleliques, en rapport avec la fonction du gene et les phenotypes associes, permet 
une approche fonctionnelle de l’effet des mutations et une interpretation des effets 
de dominance et de recessivite. 

Pour illustrer cette demarche, on prendra tous les exemples dans la pathologie 
humaine oil il est possible d’ observer les quatre cas possibles (tableau 5.4) des muta- 
tions de perte de fonction responsables d’un phenotype recessif ou dominant, puis des 
mutations de gain de fonction, responsable d’un phenotype recessif ou dominant. 

- Si la mutation est une perte de fonction (absence de produit ou produit inactif), le 
phenotype mute peut etre recessif, soit parce que l’effet de l’allele sauvage chez le 
diploide heterozygote « compense » totalement l’absence d’effet de 1’ allele mute, 
c’est le cas pour certaines mutations de perte de fonction concernant des genes 
dont l’expression est regulee avec precision (mutations thalassemiques dans le 
gene /? de l’hemoglobine); soit parce que l’effet de 1’ allele sauvage fonctionnel 
est haplo-suffisant et que 50 % de la quantite normale de produit suffit largement 
a assurer une physiologie normale et conduit done a un phenotype sauvage (cas de 
la plupart des pertes de fonction de genes du metabolisme). 

- Si la mutation est une perte de fonction (absence de produit ou produit inactif), le 
phenotype mute peut etre dominant pour plusieurs causes fonctionnelles possi- 
bles. Le phenotype mute est dominant quand l’effet de l’allele sauvage, chez le 
diploide heterozygote, ne peut pas « compenser » totalement 1’ absence d’effet de 
l’allele mute. On dit alors qu’il y a dominance par haplo-insuffisance ; cette haplo- 
insuffisance (il n’y a qu’un seul gene actif sur les deux) ne permet pas a la cellule, 
au tissu, a l’organisme d’ avoir la quantite suffisante de produit du gene pour 
assurer la fonction de celui-ci; c’est le cas notamment pour les diabetes de type 
MODY, ou les hypercholesterolemies familiales. On peut d’ailleurs remarquer 
que la maladie est presque toujours plus grave chez les homozygotes porteurs 
d’une mutation dominante par - haplo-insuffisance, par exemple les hypercholeste- 
rolemies, ce qui est en accord avec le fait que le phenotype resulte d’un effet dose 
du produit code par - le gene implique. 
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Cas particulier. Le phenotype mute peut « paraitre » dominant parce que sa 
transmission est associee a la transmission d’une perte de fonction recessive 
mais que l’organisme va, dans le cours de son developpement, perdre la copie 
haplo-suffisante dans certains sous clones somatiques ; ces sous clones seront 
alors porteurs de deux copies non fonctionnelles du gene et a l’origine du 
phenotype mute de l’organisme (cas des formes hereditaires de cancers). 

Remarque. Ce dernier cas rnontre qu’il est abusif de considerer qu’un pheno- 
type dominant serait associe a une mutation dont l’effet serait dominant sur 
celui de 1’ allele sauvage. 

- Si la mutation est un gain de fonction, un produit mute du gene est present. Si le 
phenotype associe est recessif, il faut alors considerer que l’effet de 1’ allele sauvage 
(plutot du produit de cet allele) chez l’heterozygote « masque » l’effet du produit 
mute; c’est le cas de la mutation drepanocytaire (voir plus loin). 

Remarque. Ce dernier exemple rnontre qu’il est abusif de considerer qu’un 
phenotype recessif serait associe a « un allele mute qui ne s’exprimerait pas ». 
Au contraire, dans cet exemple, l’allele drepanocytaire n’est pas une perte de 
fonction et il s’exprime, mais son expression n’est pas perceptible au niveau 
du phenotype etudie, les effets cliniques. 

- Si la mutation est un gain de fonction, un produit mute du gene est present. Si le 
phenotype est dominant, on peut considerer que son action specifique s’ impose 
face a celle du produit sauvage, notamment quand cette action est toxique sur la 
cellule, le tissu ou l’organisme, et que le produit sauvage code par 1’ autre allele 
n’est pas en rnesure de contrecarrer l’effet du produit mute, soit pour des raisons 
quantitatives, soit pour des raisons qualitatives. Ce cas correspond a toutes les 
maladies neuro-degeneratives (Huntington, ataxies spino-cerebelleuses, vraisem- 
blablement Alzheimer) ou la Dystrophie myotonique. On dit alors le phenotype 
mute est dominant par « effet dominant negatif » de la mutation sur l’effet de 
1’ allele sauvage. 

Remarque 1. Dominance ou recessivite d’un phenotype mutant ne sont done 
que statistiquement associes au fait que la mutation responsable soit un gain 
ou une perte de fonction. Si on observe frequemment que les mutations de 
perte de fonction dans certains genes ont un effet recessif vis-a-vis de l’effet 
du gene sauvage, il arrive aussi assez souvent, dans d’autres genes, qu’elles 
puissent etre responsables d’un phenotype mutant « dominant » par haplo- 
insuffisance de la copie sauvage du gene (en fait, il y a plutot co-dominance 
car si 1’ heterozygote est de phenotype mutant, 1’ homozygote mute peut presenter 
un phenotype mute beaucoup plus marque ou grave). Inversement, si de 
nombreuses maladies dominantes resultent de l’effet « dominant negatif » 
d’un allele mute sur l’effet de l’allele sauvage, on ne doit pas negliger l’exis- 
tence de maladies (ou de trait) recessives associees a des mutations de gain de 
fonction. 
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Remarque 2. II faut rappeler que la dominance et la recessivite sont des attri- 
buts du phenotype et que c’est par un abus de langage qu’on parle de mutation 
dominante ou recessive : 

>- d’une part, quand on dit cela, on sous-entend que c’est par rapport a 
1’ allele sauvage, car un genotype j5°//j5 s aura un phenotype drepanocytaire, 
ce qui signifie que 1’ allele J3 S qui est recessif vis-a-vis de /?' , pour le 
phenotype maladie, est dominant vis-a-vis de /3°\ 

Tableau 5.4 Exemples des pathologies humaines. 

Les mutations de perte de fonction ont le plus souvent un effet recessif vis-a-vis de 
celui de I'allele normal alors que les mutations de gain de fonction ont le plus souvent 
un effet dominant, mais cette regie n'est que statistique et des maladies dominantes 
peuvent etre associees a des pertes de fonction alors que certaines maladies recessives 
sont associees a des gains de fonction. 


Maladie 
avec un mode 
de transmission 

Mutati 

perte de fonction 

ons de 

gain de fonction 

Recessif (effet 
de I'allele mute 
recessif vis-a-vis 
de celui de I'allele 
« normal ») 

- gene pde I'hemoglobine : 
(3-thalassemie. 

- mucoviscidose, phenylcetonurie, 

- hemophilie, Myopathie 
de Duchenne. 

Explication physiologique 

-soit par haplo-suffisance : 50 % de 
la quantity de produit etant suffisant 
pour avoir un phenotype sain, 

-soit par compensation allelique : 
I'allele normal compense partielle- 
ment ou totalement la deficience de 
I'allele mute par surtranscription. 

-gene pde I'hemoglobine : 
Drepanocytose. 

Explication physiologique 
par effet de dilution, chez les porteurs 
sains, de I'hemoglobine HbS qui ne 
peut polymeriser facilement dans le 
melange heterogene forme avec 
I'hemoglobine HbA. 

Dominant (effet 
de I'allele mute 
dominant 
vis-a-vis de celui 
de I'allele 
« normal ») 

- Hypercholesterolemie familiale; 
Diabete de type MODY. 

- Syndrome de I'X fragile. 

- Cancers hereditaires du sein, 
de I'intestin, de la retine 
(retinoblastome). 

Explication physiologique 
par effet d'haplo-insuffisance : 

-soit que I'allele normal ne com- 
pense pas la deficience de I'allele 
mute et que 50 % de produit fonc- 
tionnel est insuffisant pour assurer 
un phenotype sain, 

- soit que I'allele normal subit I'inacti- 
vation d'un des deux chromosomes X, 
-soit que I'allele normal, haplo-suf- 
fisant, subit une mutation somati- 
que de perte de fonction dans un 
sous-clone cellulaire. 

-gene fide I'hemoglobine : 

Anemies hemolytiques par instabi- 
lity de I'hemoglobine, formes domi- 
nantes rares de drepanocytose. 

- Maladie de Huntington, Dystrophie 
myotonique, Ataxies 
spinocerebelleuses. 

- Hyperaldosteronemie 
(gene 7 7/? hydroxylase). 

Explication physiologique 

- par effet de surproduction 
(gene 7 1 ft hydroxylase), 

-par effet dominant negatif de 
I'allele mute sur celui de I'allele sau- 
vage, car il code pour un produit 
toxique qui entre en competition ou 
en interaction avec le produit sau- 
vage et bloque son action. 
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>- d’ autre part, quand on dit cela, on se refere a un caractere particulier avec 
un crible phenotypique, car l’analyse des mernes alleles dans un autre 
caractere peut changer leur relation de dominance. Par exemple, pour les 
phenotypes electrophoretiques des dimeres a(3 issus de l’hemoglobine en 
solution aqueuse, les trois genotypes /?'///?', J3 s //jB s , /3 A ///3 S presentent trois 
phenotypes differents, respectivement une bande rapide, une bande lente, 
les deux bandes, ce qui signifie, que pour le caractere de mobilite electro- 
phoretique, les deux alleles sont codominants. 

Exercice 5.1 

On dispose de deux souches de levure, l’une de phenotype [mat a, ura - ] 
auxotrophe pour l’uracile, l’autre de phenotype [mat a, gal - ], incapable de 
consommer le galactose. On sait que les phenotypes mutes de ces deux 
souches sont recessifs. 

Question 1. 

Quelle sera la composition du milieu de culture de chacun des deux mutants 
et de la boite de croisement ? Justifiez vos reponses. 

Question 2. 

A partir de la souche [mat a, ura - ], on a obtenu une serie de 10 mutants 
auxotrophes pour l’histidine, nommes ml a mlO. L’ etude de mutants ml a 
m8 a montre qu’il s’agissait de mutants recessifs, differant de la souche 
sauvage pour un seul gene. 

Comment s’y est-on pris pour demontrer cela avec le materiel dont nous 
disposons ? 

II convient done de definir le protocole experimental suivi ( les croisements, 
les milieux des boites de croisement on de recueil des spores, les boites de 
repiquage) et de preciser, d chaque etape les obsen’ations, qualitatives et/ 
ou quantitative s, qui justifient les conclusions rapportees. 

Question 3. 

L’analyse du mutant m9 a montre qu’il s’agissait d’un mutant recessif 
affecte dans deux genes independants. Precisez, sans le reprendre point par 
point, a quelle(s) etape(s) du protocole de la question 2, une (ou des) obser- 
vation^) particuliere(s) permettent de conclure pour ce mutant m9. 

Question 4. 

L’analyse du mutant mlO a montre qu’il s’agissait d’un mutant dominant 
affecte dans un seul gene. Precisez, sans le reprendre point par point, a 
quelle(s) etape(s) du protocole de la question 2, une (ou des) observation(s) 
particuliere(s) permettent de conclure pour ce mutant mlO. 
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Question 5. 

On realise les croisements entre mutants en utilisant des spores issues des 
croisements precedents et porteuses du signe sexuel adequat ainsi que des 
marqueurs de selection des diploides necessaires. On obtient les resultats 
suivants : 



ml 

m2 

m3 

m4 

m5 

m6 

m7 

m8 

m9 

ml 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

m2 
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+ 
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+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m3 
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+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m4 
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+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m5 
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+ 

+ 

- 

+ 

m6 






- 

+ 

+ 

- 

m7 







- 

+ 

- 

m8 








- 

+ 

m9 









- 


I Quelles sont les conclusions genetiques qui decoulent de 1’ analyse de ce 
tableau ? Sont-elles coherentes avec les informations recueillies auparavant ? 

>• Niveau Licence/Definition des objectifs 

- Maitriser la realisation et 1’ interpretation du test de complementation fonction- 
nelle. 

- Rapporter ses resultats a ceux acquis dans 1’ analyse de la segregation. 

Solution 

1. [mat a, ura~] sur Mo + ura; [mat a, gal~] sur Mo; les diploides sur Mo(gal) 

2. a. Le mutant mi est croise avec [mat a, gal , his + ], sauvage pour le caractere histidine, sur 
une boite Mo(gal) + his, car on ne sait si le mutant est recessif ou dominant : on obtient des 
colonies de diploides. 

b. les colonies sont repliquees sur Mo et y poussent ce qui prouve que les diploides sont 
[his + ] et que les mutants sont recessifs. 

c. On conduit les diploides a la meiose et on recueille les spores sur un milieu Mo + ura + his, 
on teste les colonies sur un milieu Mo + ura pour denombrer les colonies [his + ] et avoir par 
difference le denombrement sur la boite mere des colonies [his~] : on observe 50 % de chaque 
type, ce qui indique que chaque mutant differe de la souche sauvage pour un seul gene rela- 
tivement au caractere histidine, un seul des genes de la chaine de biosynthese de l’histidine. 

3. A l’etape c, on n’observe pas 50 % de [his + ], mais 25 %, et pas 50 % de [his ] mais 75 %. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

5 • L'analyse genetique fonctionnelle 1 59 

4. A l’etape b, on n’obtient pas de colonies sur la boite de replique, ce qui prouve que les 
diploides, heterozygotes, sont [his ]. 

5. Les groupes de complementation permettent de definir 5 genes et le mutant m9, mute dans 
deux genes apparait bien dans deux groupes. 

Ces groupes sont : (1, 5, 8) (2, 4) (3) (6, 9) (7, 9) 

Exercice 5.2 

Chez Lathy rus odoratus, on connait trois enzymes Ea, Eb et Ec, respecti- 
vement produits des genes A, B et C, qui gouvernent la synthese de l’anto- 
cyane, le pigment pourpre des petales, selon la reaction (on sait qu'en 
absence de pigments, les fleurs sont blanches) : 

(Ea) (Eb) (Ec) 

precurseur organique intermediaire X pigment pigment 

sanscouleur ^ sanscouleur * bleu ^ pourpre 

1. Quelle sera la couleur des fleurs dans une souche pure depourvue d’une 
des trois activites ? (Les trois souches pures sont appelees a, b et c). 

2. On croise chacune des souches a, b ou c avec la souche pure sauvage, on 
observe des descendants FI aux fleurs pourpres. Interpretez. 

3. On croise chacune des souches mutantes a, b et c entre elles. Quelle sera 
la couleur des fleurs en FI ? 

4. On decouvre une nouvelle variete aux fleurs blanches, appelee d qui, 
croisee avec la souche sauvage ou les souches a, b ou c, donne des FI aux 
fleurs poutpres. Concluez. 

5. Aurait-on pu repondre a la question precedente en 1’ absence du resultat 
du croisement entre la souche d et la souche sauvage ? 

6. II est facile d’injecter, a l’ouverture du bourgeon floral, un extrait purifte 
du pigment bleu ou de V intermediaire X sans couleur. 

a. Quelle serait la couleur des fleurs chez un individu c, ayant rccu un 
extrait de pigment bleu ; de produit X ? 

b. Quelle serait la couleur des fleurs chez un individu b, ayant rccu un 
extrait de pigment bleu ; de produit X ? 

c. On injecte le produit X dans le bourgeon floral d’un individu d, les fleurs 
sont blanches. Concluez. 

>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Maitriser 1' interpretation fonctionnelle de la compensation allelique et de la 
complementation fonctionnelle. 

- Comprendre l’effet de la position d’un gene (de son produit) dans une chaine 
sur le phenotype. 
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Solution 

1. • Souche pure a. Son genotype est a Her ; absence de Factivite Ea : fleurs blanches; accu- 
mulation du precurseur organique ; 

• souche pure b. Son genotype est b~llb \ absence de Factivite Eb : fleurs blanches ; accumu- 
lation de F intermediate X, sans couleur; 

• souche pure c. Son genotype est c~Hc~ ; absence de Factivite Ec : fleurs bleues; accumula- 
tion du precurseur constituant un pigment bleu ne pouvant etre transforme en antocyane 
pourpre. 

2. Les trois phenotypes mutants sont recessifs; l’effet des mutations est recessif face a celui 
de Fallele sauvage qui compense l’effet (ou Fabsence d’effet) de Fallele mute. 

3. Connaissant l’effet recessif des mutations et sachant que les trois mutations etudiees 
touchent des genes differents, les diploides issus du croisement entre deux souches quelcon- 
ques presenteront une complementation fonctionnelle conduisant a un phenotype sauvage 
[fleurs pourpres]. 

4. La souche d presente un phenotype recessif, ce qui permet d’ interpreter les resultats des 
croisements entre mutants, du point de vue fonctionnel. Dans tous les cas, il y a complemen- 
tation fonctionnelle, puisque le diploide issu du croisement entre d et Fun des trois autres 
mutants, a, b ou c, presente un phenotype sauvage [fleurs pourpres]. La souche d est done 
mutee dans un autre gene que les genes A, B ou C ; il existe done au moins quatre genes dans 
la chaine de biosynthese de Fantocyane pourpre. 

5. Le test de dominance/recessivite des mutants est necessaire pour pouvoir interpreter 
Fabsence de complementation et conclure que deux mutations touchent le meme gene. 

Dans le cas, comme celui presente ici, ou il y a complementation fonctionnelle, les mutants 
sont obligatoirement recessifs, et le test de dominance ne fait que confirmer cet etat sans etre 
absolument obligatoire a F interpretation du croisement entre mutants. En d’ autres termes, on 
aurait pu aussi bien repondre a la question 5 sans avoir le resultat du croisement entre la 
souche d et la SSR de la question 4 ! 

6. a. Aucun effet, la souche ne peut transformer le pigment bleu. 

b. Fleur rouge, quand on apporte le pigment bleu que la souche b ne peut produire par 
absence de Factivite Eb. Fleur blanche si on apporte X, puisque X ne peut etre transforme. 

c. Si, en injectant X, les fleurs demeurent blanches, e’est que X ne peut etre transforme en 
antocyane pourpre et que la chaine de biosynthese se trouve bloquee avant la formation du 
pigment bleu. Le gene d code pour une enzyme gouvernant une etape situee entre X et le 
pigment bleu ou entre le precurseur organique et X. On peut aussi imaginer qu’il existe entre 
le pigment bleu et Fantocyane un intermediate incolore ! 

Exercice 5.3 

On a obtenu, par mutagenese d’une souche haploide sauvage (SSR) de la 
levure Saccharomyces cerevisiae, onze mutants independants, auxotrophes 
pour le tryptophane. 

I.Les onze mutants, croises par la souche SSR, donnent des diploides 
poussant sur milieu minimum avec ou sans tryptophane. Interpretez. 
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2. Les onze mutants sont croises entre eux, sur un milieu additionne de 
tryptophane, et donnent des diploides dont on teste le phenotype en les 
repliquant sur milieu minimum Mo. 

a. Justifiez ce protocole de croisement et de replique. 

b. A parti i' des observations (tabl. 5.5) defmissez les groupes de comple- 
mentation reunissant les mutants ne complementant pas entre eux. 


Tableau 5.5 Croisements de mutants entre eux. 

« + » signifie que le diploide repique sur Mo est capable de croitre et 
« - » qu'il en est incapable. 


Mutants 

ml 

m2 

m3 

m4 

m5 

m6 

m7 

m8 

m9 

mlO 

mil 

ml 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m2 


- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m3 



- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m4 




- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

m5 





- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

m6 






- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

m7 







- 

+ 

+ 

- 

+ 

m8 








- 

+ 

+ 

+ 

m9 









- 

+ 

- 

mlO 










- 

+ 

mil 











- 


c. Quelles interpretations simples peut-on formuler pour le mutant mlO ? 

d. Quel est le rnoyen de verifier laquelle coiTespond a la realite ? (question 
facultative.) 

3. On dispose de boites de Petri de milieu minimum avec tres peu de trypto- 
phane (juste assez pour assurer une tres faible croissance de mutants 
auxotrophes, ne conduisant pas, normalement, a la formation d’un tapis 
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cellulaire dense). On ensemence une telle boite avec des cellules de trois 
souches ml, m2 et m4, et on obtient les resultats indiques sur la figure 5.4, 
sachant que les produits accumules par le blocage d’une chaine de biosyn- 
these sont capables de diffuser dans le milieu, dans quel ordre les genes inter- 
viennent-ils dans la chaine de biosynthese ? 



Figure 5.4 Etat de la boite a I'etalement (a gauche); 
apres quelques jours (a droite). 


>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Maitriser 1’ interpretation d’un tableau de resultat d’un test de complementation 
fonctionnelle. 

- Definir la position d’un gene (de son produit) dans une chaine. 

Solution 

1. Les diploides sont prototrophes, l’auxotrophie est recessive pour tous les mutants. 

2. a. Justification du protocole : il s’agit, en croisant les mutants entre eux, de voir si le 
diploide est prototrophe pour le tryptophane, par complementation fonctionnelle, ou auxo- 
trophe, par absence d’une telle complementation, ce qui permettra de designer les mutants 
dans un meme gene (groupes de complementation) et d’estimer un nombre minimal de genes 
impliques dans la biosynthese de cet acide amine. 

Comme on ne sait pas a 1’avance si le diploide sera prototrophe ou auxotrophe, il convient de 
le faire pousser d’abord sur une boite de milieu additionne en trp, ce qu’il fera dans tous les 
cas (proto ou auxo) puis de repliquer les colonies sur milieu minimum (sans trp) afin de voir 
si elles poussent, et de tester ainsi leur prototrophie, c’est-a-dire la complementation 
fonctionnelle. 

Si on avait directement etale sur milieu minimum, la pousse de colonies aurait prouve la 
complementation fonctionnelle, mais l’absence de colonies aurait pu s’interpreter aussi bien 
comme une absence de complementation fonctionnelle chez les diploides que comme une 
absence de diploides tout court, par echec technique du croisement. 
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Remarque. Un resultat negatif est ambigu et difficile a interpreter. Le protocole de 
replique utilise permet de lever toute ambiguite, la presence de colonies sur le premier 
milieu attestant de la reussite du croisement et de l'obtention de diploides. 

b. On obtient 7 groupes de complementation : 

(ml, m3); (m2); (m4, mlO); (m5, m8); (m6); (m7, mlO); (m9, mil). 

II y a done au moins sept genes impliques dans la chaine de biosynthese du tryptophane. 

c. II est important de noter que les mutants m4 et m7 complemented entre eux et qu’ils ne 
sont done pas mutes dans un (le) meme gene; en revanche, le mutant mlO apparait dans deux 
groupes de complementation, ce qui signifie qu’il est obligatoirement mute dans au moins 
deux genes, au moins un gene en commun avec le mutant m4, et au moins un gene different 
du (des) precedent(s) en commun avec le mutant m7. 

II est possible de faire au moins deux hypotheses concernant le mutant mlO, mute dans au 
moins deux genes : 

- ce peut etre un double mutant, les deux genes etant touches par deux mutations independantes ; 

- ce peut etre un simple mutant, les deux genes etant simultanement touches par la meme 
mutation, ce qui est possible si les deux genes sont contigus et que la mutation est une 
deletion s’etendant sur les deux genes en question. 

d. On peut tester ces deux hypotheses par F etude de la recombinaison genetique chez le 
diploide issu du croisement mlO x SSR : 

- si mlO est mute dans deux genes on doit observer, du fait de la recombinaison eventuelle, 
des tetrades avec une seule spore sauvage (parentale) et trois spores de phenotype mute, 
dont deux recombinees simple mutantes. Dans le cas de l’analyse en vrac, on aura 3/4 de 
spores mutees en cas d’independance mais la proportion diminuera d’autant plus vers 1/2 
si les genes sont lies ; 

- si mlO est un simple mutant par deletion dans deux genes contigus, tout crossing-over 
entre une chromatide sauvage et une chromatide deletee donnera une chromatide deletee et 
une chromatide sauvage (chap. 6) de sorte qu’on aura une stride segregation 2/2; ce qui 
pourrait encore etre compatible avec Fhypothese de deux genes tres proches. 

3. Dans la mesure ou il y a un peu de tryptophane, les cellules de chacun des trois sillons 
commenced a pousser mais le tapis cellulaire stoppe son developpement des lors que le 
milieu est epuise, sauf en trois endroits, l’extremite du sillon m2, du cote de ml, et les deux 
extremites du sillon m4. 

Ce resultat signifie qu’une substance produite par ml peut diffuser et permettre a m2 et a m4 
de continuer a pousser et qu’une substance produite par m2 peut diffuser et permettre a m4 
de pousser (F inverse n’etant pas possible). 

Sachant que les mutants auxotrophes ont une de leur etape de biosynthese bloquee, et qu’ils 
accumulent de ce fait F intermediate produit en amont du point de blocage, on peut conclure 
que ml est bloque plus en aval que m2 et m4, si bien que F intermediate excrete par ml et 
fourni a m2 et m4 peut y etre transforme en tryptophane tandis que les intermediates fournis 
a ml par m2 et m4 ne lui sont d’aucun secours. m2 est, lui, bloque plus en aval que m4. 
L’ordre des genes dans la chaine de biosynthese est done : m4-m2-ml. 

Exercice 5.4 

On a obtenu, par mutagenese d’une souche haploide sauvage (SSR) de la 
levure Saccharomyces cerevisiae, quinze mutants independants, auxotro- 
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phes pour l’uracile. Un test de complementation fonctionnelle a permis de 
repartir ces mutants en 5 groupes de complementation (1,9, 11, 14, 15), 
(2, 10), (3,5,6, 13), (4, 7, 15) et (8, 12). 

Par ailleurs, des etudes biochimiques ont permis de definir la chaine de 
biosynthese de l’uracile, sous forme d’UTP, avec les principaux interme- 
diaires et les activites enzymatiques associees aux differentes transforma- 
tions, selon la figure 5.5. 


Glutamine 

+ 

CO 2 + ATP 


Cpase 

Acide aspartique 

► + 

carbamyl phosphate 


ATCase 


► 


Acide 

ureidosuccinique 


OMPppase 


Oritidine 5 
phosphate 


DHOase 


DHOdease 


Acide __ Acide 

orotique * dihydro-orotique 


OMPdecase 


UMP ► UTP 

Figure 5.5. 


Tableau 5.6. 

Capacite de croissance des souches en presence d'un intermediate. 
« + » indique la presence et « - » I'absence de colonies. 


Souche 

M 0 

+ Carbamyl 
phosphate 

+ Acide 
ureido- 
succinique 

+ Acide 
dihydro- 
orotique 

+ Acide 
orotique 

+ Uracile 

1 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

3 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

4 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

8 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

15 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

SSR 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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1. Les souches mutantes 1, 2, 3. 4, 8 et 15 ont ete mises a croitre sur milieu 
minimum ou milieu additionne d’un des metabolites intermediaires de la 
chaine presentee ci-dessus. Vous interpretez, le plus completement possible, 
ces resultats (tabl. 5.6) en indiquant dans quel(s) gene(s) chaque mutant est 
touche, particulierement pour les mutants 1 et 15, compte tenu de la defini- 
tion des groupes de complementation. 

NB : en realite ces differents produits intermediaires, sauf l’uracile, ne 
peuvent penetrer dans la cellule. On imaginera, pour le probleme qu’ils le 
peuvent... 

2. II est possible de tester dans un extrait acellulaire plusieurs des activites enzy- 
matiques impliquees dans cette chaine de biosynthese (tabl. 5.7). Concluez. 


Tableau 5.7 Test des activites enzymatiques. 
« + » indique une activite decelable. 


Souche 

etudiee 

Cpase 

ATCase 

DHOase 

DHOdease 

OMPdecase 

1 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

2 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

3 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

4 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

8 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

15 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

SSR 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


>■ Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

Mettre en relation les resultats d’un test genetique de complementation fonction- 
nelle et ceux de tests biochimiques d’ activite enzymatique ou trophiques de crois- 
sance sur des milieux supplements. 


Solution 


1 . Souche 1 : pousse avec acide ureidosuccinique, elle est done mutee dans au moins un gene 
gouvernant une etape anterieure, et dans aucun des genes gouvernant les etapes posterieures. 
Souche 2 : mutee dans une etape ulterieure, soit dans le gene de l’OMPppase, soit dans celui 
de l’OMPdecase, cette etape n’ayant pas ete testee isolement. 

Souche 3 : mutee dans le gene de la DHOdease. 

Souche 4 : mutee dans le gene de la Cpase. 

Souche 8 : mutee dans le gene de la DHOase. 


Souche 15 : meme reponse que pour la souche 1, soit pousse avec acide ureidosuccinique, 
elle est done mutee dans au moins un gene gouvernant une etape anterieure, et dans aucun 
des genes gouvernant les etapes posterieures. 
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La souche 15 est au moins un double mutant puisqu’elle est presente dans deux groupes 
distincts de complementation. Ne complementant pas avec la souche 4, on peut en deduire 
que la souche 15 est mutee dans le gene de la Cpase, gene qui n’est pas touche dans la souche 1 
qui complemente avec la souche 4. Le gene qui est touche dans la souche 1 et dans la souche 15 
est done celui de l’ATCase; la souche 1 n’etant mutee que dans ce seul gene, sinon elle ne 
complementerait pas avec la souche 4. 

Les souches 3, 4 et 8 sont des mutants simples, car s’ils etaient respectivement mutes dans 
des genes intervenant anterieurement a leur point de blocage, ils ne complementeraient pas 
entre eux. 

2. Souche 1 : deficit en ATCase, confirmant les deductions precedentes (mutant simple). 

Souche 2 : aucun deficit, mais f enzyme OMPppase n’ayant pas ete testee, on peut en deduire 
que e’est un mutant simple dans le gene de cette enzyme (voir question precedente). 

Souche 3 : deficit en DHOdease, confirmant les deductions precedentes (mutant simple). 
Souche 4 : deficit en Cpase, confirmant les deductions precedentes (mutant simple). 

Souche 8 : deficit en DHOase, confirmant les deductions precedentes (mutant simple). 

Souche 15 : double deficit confirmant le fait que le mutant 15 est un double mutant dans 
les deux genes de la Cpase et de l’ATCase (a moins que les deux activites enzymatiques 
soient realisees par la meme chaine peptidique, codee par un seul gene, et que les muta- 
tions de ce gene gouvernant ces deux activites ne retentissent que sur l’une des deux acti- 
vites ou sur les deux activites selon le site de mutation dans le gene et l’effet de la 
mutation !). 

Exercice 5.5 

On se propose d’etudier, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, des 
mutants de phenotype [gal - ] incapables de metaboliser le galactose. 

On dispose, pour cela, de deux souches haploides, A de signe sexuel a et 
de phenotype [gal + ; val - ], auxotrophe pour la valine (val), et B de signe 
sexuel a et de phenotype [gal + ; tip - ] auxotrophe pour le tryptophane (tip). 
On obtient, par mutagenese, des mutants [gal - ], dont on verifie qu’ils sont 
restes [val - ] ou [tip - ]. 

On dispose ainsi de quatre mutants independants a part i r de la souche A, 
notes Al, A2, A3 et A4, et de quatre mutants independants a partir de la 
souche B, notes Bl, B2, B3 et B4. 

On croise ces mutants entre eux ou avec une des deux souches A ou B, 
puis on teste la capacite des diploides a pousser sur galactose. 

1. Sur quel milieu obtenez-vous les diploides, avant de les tester pour le 
phenotype gal ? Justifiez votre reponse en precisant le role des mutations 
d’auxotrophie. 

2. Comment testez-vous le phenotype gal ? Justifiez votre reponse. 

3. Inteipretez, avec des schemas clairs et demonstrates, les resultats 
obtenus (tabl. 5.8). 
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4. Que faudrait-il faire pour croiser entre elles des souches porteuses des 
mutations affectant A2 et A3 ? Pourquoi ce croisement est-il utile a envi- 
sager ? 


Tableau 5.8 Phenotypes des diplo'ides issus des croisements entre souches A et B. 
« + » designe la capacite de croissance sur galactose. 



A1 

A2 

A3 

A4 

A 

Bl 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

B2 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

B3 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

B4 

- 

- 

- 

- 

- 

B 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


>- Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

- Maitriser 1’ interpretation d’un tableau de resultat d’un test de complementation 
fonctionnelle. 

- Comprendre le role des marqueurs de selection des diplo'ides et la contrainte du 
signe sexuel necessitant la construction de souches aptes a la realisation des 
croisements. 


Solution 

1. On peut croiser entre eux les mutants A et B, puisqu’ils sont de signe sexuel different. 
Comme ils sont [gal - ], mais qu’on ne sait pas si ce phenotype mutant est dominant ou 
recessif, il faut realiser les croisements sur une borte de milieu minimum avec glucose. 

Le milieu utilise est minimum, ce qui evite la pousse de colonies haplo'ides qui sont | trp ] 
ou [val - ]. Seules des colonies de diplo'ides peuvent se developper, puisque leurs cellules 
peuvent crortre et se multiplier par complementation fonctionnelle pour ces mutations 
d’auxotrophie qui jouent ici le role de marqueur de selection des diplo'ides. 

2. On teste le phenotype gal par replique sur une boite de milieu minimum avec gal. 

3. Le phenotype [gal - ] du mutant B4 est dominant, les autres sont recessifs. Les croisements 
entre mutants recessifs realisent un test de complementation fonctionnelle et d’allelisme 
pour les genes impliques dans le phenotype [gal - ]. 

• Deux souches mutees dans un meme gene donnent, par croisement, un diploi'de ou les 
deux exemplaires de ce gene sont non fonctionnels, d’ou un phenotype [gal - ] (fig. 5.2 et 
raisonnement associe). 

• Deux souches mutees dans des genes differents donnent, par croisement, un diploi'de dont 
le phenotype est [gal + ], par complementation fonctionnelle (fig. 5.1 et raisonnement associe). 

L’ application de ce principe aux resultats observes (tabl. 5.6) permet de definir 5 groupes de 
complementation, a : [A1 ; Bl], b : [A2], c : [A3], d : [A4, B2] et e :{A4, B3}. 
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Remarque 1. Un groupe de complementation correspond, le plus souvent, a un gene 
mais ce n’est pas obligatoire. A3, par exemple, peut etre un double mutant, dans ce 
cas le groupe c correspondrait a deux genes ; le groupe a correspond plus vraisembla- 
blement a un gene car, dans le cas contraire, il faudrait supposer que A1 et Bl, 
mutants independants, soient simultanement mutes dans les memes genes. 

Remarque 2. Si A4, B2 et B3 sont des mutants simples (un seul gene) alors d et e ne 
forment qu’un seul et meme groupe de complementation, sinon A4 est un mutant 
double appartenant a deux groupes de complementation differents. 

Cette incertitude vient ici du fait que tous les croisements possibles entre mutants 
n’ont pas ete faits, notamment B2 x B3, puisque ceux-ci sont de meme signe sexuel. 

4. 11 faudrait pouvoir disposer d’une souche porteuse de la mutation affectant B2 ou B3, mais 
de signe sexuel a. 

Ce croisement serait utile, car le TCF realise ici ne concerne pas tous les mutants obtenus 
mais seulement ceux de signe sexuel oppose; il est done impossible de dire si A2 et A3, ou 
B2 et B3, appartiennent ou non au meme groupe de complementation. 


Exercice 5.6 

On dispose, chez la levure Saccharomyces cerevisiae , d’un mutant haploide M, 
incapable de metaboliser le galactose, phenotype note [gal - ], et d’une souche 
haploide sauvage S [gal+]. 

Question 1. 

On effectue le croisement M x S et on verifte que le diploide obtenu est de 
phenotype [gal + ], puis on le met sur un milieu de sporulation qui permet 
d’isoler 100 tetrades dont on fait l’analyse. On observe : 

- 75 tetrades de type 1 avec 2 spores [gal + ] et deux spores [gal - ] ; 

- 20 tetrades de type 2 avec 1 spore [gal + ] et trois spores [gal - ] ; 

- 5 tetrades de type 3 avec quatre spores [gal - ]. 

Vous ferez une analyse genetique complete de ces resultats (avec geno- 
types). 

Question 2. 

On recupere, dans une tetrade de type 3, les quatre cellules [gal - ], desi- 
gnees par Cl, C2, C3 et C4 et on s’arrange, apres les avoir multiplies, 
pour les croiser entre elles, ou avec des derivees de meme genotype sauf le 
signe sexuel. On obtient les resultats suivants que vous interpreterez en 
precisant le genotype de chacune d’entre elle (le signe « + » indique le 
phenotype [gal + ]). 

NB : la situation des spores etant symetrique, vous ferez un choix arbi- 
traire pour leur genotype, mais vous conserverez evidemment ce choix 
pour tout le reste du probleme. 
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Cl 

C2 

C3 

C4 

Cl 

- 

+ 

- 

+ 

C2 


- 

+ 

- 

C3 



- 

+ 

C4 




- 


>- Niveau Licence / Definition des objectifs 

- Maitriser 1’ interpretation fonctionnelle de la complementation. 

- Utiliser l’analyse de tetrades pour differencier des spores recombinees de meme 
phenotype mais de genotype different. 

Solution 

1. II n’y a pas de segregation 2-2 car dans ce cas, la meiose du diploide donnerait toujours 
deux spores [gal + ] et deux spores [gal ] et on n’observerait qu’un seul type de tetrades. M 
differe done de S pour au moins deux genes, elle est done de genotype (a; b) 


Le croisement M X S s’ecrit ainsi en phenotypes et en genotypes : 
Souches croisees : M x S 

Phenotypes parentaux : [gal ] x [gal + ] 


Genotypes parentaux : ( a , h) x (A, B) 

Genotype du diploide : (A// a — B // b ) 
Genotypes des spores : (A, B) + (a, b) + 


Oil les pointilles indiquent notre 
meconnaissance d'une eventuelle 
liaison genetique entre les muta- 
tions a et b affectant M. 


Phenotypes des spores 


Parental 

[gal + ] 


parental 

+ 


(A, b) + 
recombine 
[gall + 


{a, B) 
recombine 
[gap]* + [gali * 


* deductible de l’analyse des tetrades : il y a une tetrade avec quatre spores [gap]. 


L’analyse de tetrades conduira a 1’ observation de DP avec quatre spores parentales, deux (A, B ) 
et deux (a, b), e’est-a-dire deux spores de phenotype [gap] et deux spores de phenotypes 
[gap], et, si il y a recombinaison, des tetrades avec trois spores [gap] et une spore [gap], 
enfin des DR avec quatre spores [gap] . 

Par ailleurs comme on peut remarquer que la frequence des DP est largement superieure a 
celle des DR, on peut conclure que les genes A et B sont genetiquement, done physiquement 
lies, a une distance corrigee : 

d =/(T)/2 + 3/(DR) = 25 ur 

2 . Les spores Cl, C2, C3 et C4 sont toutes quatre recombinees et ne possedent done qu’une 
seule mutation : elles sont (A, b) ou (b, A). 


Le tableau est un test de complementation fonctionnelle (on sait que le mutant M est recessif 
et que les deux mutations a et b le sont done aussi vis-a-vis de leurs homologues sauvages 
respectifs) qui montre que Cl et C2 sont mutees dans des genes differents, done l’une Cl est 
{a, B) alors que P autre, C2 est (A, b). Bien evidemment Cl et C3 ont meme genotype et 
symetriquement C2 et C4. 
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Cet exemple illustre l’un des interets de 1’ analyse de tetrades : en allant rechercher des spores 
dans les DR, on sait qu’elles sont recombinees et simples mutantes, alors que leur phenotype 
mutant n’aurait pas permis de les distinguer de spores parentales doubles mutantes, dans une 
analyse de spores en vrac. L’ analyse de tetrades est un outil de tri a utiliser pour identifier les 
spores recherchees dans l’exercice precedent. 
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Chapitre 6 


La cartographic 
et carte fine des genes 


6.1 INTRODUCTION 

De Colomb ou Magellan a La Perouse, tous les grands capitaines ont embarque a 
leur bord cartographes et geometres susceptibles de donner une forme, au rnoins un 
contour a toutes les terra incognita que leurs decouvertes ajoutaient peu a peu aux 
cartes maritimes et a celles des empires. 

C’est un principe general auquel n’echappent ni les genes ni le genome que 
l’etude d’un objet commence par la description de sa forme et de sa position dans 
l’espace. 

Aussi, bien avant de savoir quelle est la fonction d’un gene et comment les 
produits de plusieurs genes pouvaient interagir dans la realisation d’un phenomene, 
le geneticien s’est preoccupe de localiser ces genes afm d’obtenir une vision c allo- 
graph iquc du genome de l’espece etudiee. 

La cartographic des genes est essentielle car elle facilite ulterieurement les 
analyses genetiques, y compris les analyses fonctionnelles ; aujourd’hui beaucoup de 
recherches qui ont trait au cancer se font sur des genes de levure ou de drosophile, 
homologues a des genes humains, tout simplement parcc que ces organismes sont 
simples a cultiver en grand nornbre, a croiser avec des temps de generations courts, 
rnais aussi parce que leur genome est particulierement bien cartographic. 

Les problemes cartographiqucs que le geneticien rencontre sont de plusieurs ordres : 

- la localisation ou assignation chromosomique ; 

- la liaison physique et genetique entre genes d’un meme chromosome, avec esti- 
mation de leurs distances respectives ; 
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- la carte fine d’un gene e’est-a-dire la repartition des differents sites des mutations 
connues du gene et, eventuellement, leurs distances respectives, physiques en 
nombre de nucleotides, ou genetiques en frequence de recombinaison. 

II convient de remarquer que les distances physiques ne sont pas des distances 
genetiques car la probabilite de crossing-over n’est pas constante le long de l’ADN, 
contrairement a l’hypothese simple de depart d’une analyse genetique. En effet des 
« points chauds » de recombinaison vont donner une grande distance genetique 
entre deux sites physiquement proches alors que des sequences oil les crossing-over 
sont inhibes donneront des distances genetiques tres petites entre des points physi- 
quement tres eloignes. 

Deux exemples le montrent facilement. Les distances physiques sont les memes 
sur des chromosomes humains portes par un organisme masculin ou feminin, mais il 
y a deux fois rnoins de crossing-over chez l’homme que chez la femme et les 
distances genetiques sont toujours divisees par deux dans le premier sexe; chez la 
drosophile, la situation est extreme puisque 1’ absence de crossing-over chez le male 
aboutit, dans ce sexe, a 1’ absence de gametes recombines par crossing-over, done a 
des distances genetiques nulles. 


6.2 L'ASSIGNATION OU LOCALISATION CHROMOSOMIQUE 

L’ etude genetique de plusieurs genes permet de definir des groupes de liaison, e’est-a- 
dire des ensembles de genes genetiquement lies entre eux sur un meme chromosome, 
mais seule la localisation d’au moins un gene de ce groupe sur un des chromosomes de 
l’espece peut permettre d’attacher ce groupe de liaison a un chromosome specifique. 

L’enjeu de la localisation chromosomique des genes consiste precisement a iden- 
tifier lequel des chromosomes est porteur d’un gene donne, ce qui permettra d’y 
localiser tous les genes du meme groupe de liaison. 

La localisation des genes du chromosome X, chez les organismes pourvus d’un 
systeme heterosomique, est facilement resolue puisque les phenotypes dependant de 
ces genes presented une transmission hereditaire typique (chap. 2). 

De nombreuses methodes specifiques ont ete developpees pour 1’ assignation 
chromosomique d’un gene, associant, selon les cas, l’analyse genetique, la cyto- 
genetique, e’est-a-dire la visualisation des chromosomes (caryotype) ou la biologie 
moleculaire. 

• L’ association d’un phenotype resultant de la mutation d’un gene et d’une deletion 
chromosomique permet de conclure que ce gene est sans doute localise sur ce chro- 
mosome, dans la partie deletee, ce qui entraine une mutation par perte de fonction. 
D’autres anomalies structurales du chromosome, comrne une duplication ou une 
inversion, peuvent aussi etre utilisees pour assigner un gene, et meme, plus fmement, 
localiser son emplacement sur le chromosome. 

• L’ utilisation de la sequence donee d’un gene comrne sonde pour realiser une 
hybridation in situ sur caryotype (FISH, fluorescent in situ hybridization ) permet de 
visualiser, grace au signal de marquage de la sonde, la localisation chromosomique 
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et meme son emplacement plus ou moins precis sur le chromosome (bras court ou 
bras long, position par rapport aux bandes d’intensite en coloration differentielle). 

• L’ utilisation de lignees cellulaires stables hybrides homme -rongeur est aussi un 
outil d’ assignation et de localisation chromosomique d’un gene humain. Ces 
lignees, cultivees in vitro, ont garde la totalite des chromosomes rongeurs mais n’ont 
garde qu’un petit nombre de chromosomes humains. Elies permettent de realiser 
1’ assignation ou la localisation chromosomique d’un gene humain : 

- soit par l’etude de son expression qui sera confinee aux seules lignees ayant 
conserve le chromosome porteur du gene (cela suppose que le produit du gene 
humain puisse etre dose) ; 

- soit que le gene humain, ayant ete clone, sa sequence soit utilisee comme sonde 
pour hybrider un Southern blot de fragments des differentes lignees, ce qui donnera 
un signal positif dans les seules lignees ayant conserve le chromosome porteur 
du gene. 

On a donne le nom de « genetique somatique » a ce type d’ analyses genetiques 
fondees sur 1’ etude de lignees somatiques en culture, et non de croisements. 

• Un autre type de strategic consiste a faire une « revue genomique » ( genome scan). 
Cette strategic, definie par Botstein chez l’homme, consiste a etudier systematique- 
ment la liaison genetique eventuelle entre le gene a assigner et un ensemble de 
marqueurs genetiques (RFLP ou VNTR) repartis et cartographies sur les differents 
chromosomes. 

En cas d’independance genetique entre le gene etudie et un marqueur, la zone 
genomique autour du marqueur est exclue comme zone possible de localisation du 
gene. La revue genomique continue jusqu’a la decouverte d’un marqueur lie au 
gene, ce qui permettra automatiquement la localisation du gene dans le voisinage du 
marqueur, sur le chromosome ou est localise ce marqueur. 

On dispose pour assigner une sequence identifiee d’ADN, de nouveaux outils, 
apparus depuis une dizaine d’annees, les chromosomes artificiels de levure (YAC : 
Yeast Artificial Chromosome) ou de bacterie (BAC : Bacterial Artificial Chromosome) 
et du nombre croissant de genomes ayant ete sequences. Mais 1’ ensemble des strate- 
gies d’ assignation avec ces outils deborde le cadre de cet ouvrage. 

6.3 LA CARTOGRAPHIE PAR ANALYSE DE LIAISON GENETIQUE 

Le but du jeu est ici d’etudier plusieurs genes ou marqueurs genetiques afm de 
statuer sur leur independance ou leur liaison genetique. Dans ce dernier cas, une 
distance peut etre estimee et les valeurs respectives des distances entre genes ou 
marqueurs d’un meme groupe de liaison peuvent permettre de les cartographier, de 
les ordonner sur l’axe forme par le chromosome. 

Le moyen experimental le plus connu et le plus ancien est 1’ etude de la recombi- 
naison genetique lors de la meiose (chap. 3) mais la genetique a developpe de 
nombreuses techniques dont certaines sont evoquees plus haut (voir chap. 5 de 
1’ ouvrage Genetique, Rossignol et coll., Dunod, Paris, 2000). 
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6.4 LA CARTOGRAPHIE PAR DELETION 

L’ existence de deletions, ou leur induction favorisee par mutagenese aux rayons X 
ou d’autres radiations, peut etre un outil efficace de cartographic des genes ou, a une 
echelle plus fine, des sites de mutation dans un gene (voir exercices d’ application). 

Dans la mesure ou une deletion est une perte de materiel genetique, elle constitue 
le plus souvent, pour les genes touches, une mutation de perte de fonction, en 
general recessive, ce qui inclut souvent les mutants par deletion dans les analyses de 
complementation fonctionnelle. 

II convient de remarquer qu’une deletion n’est pas systematiquement une perte de 
fonction; elle peut, par exemple, rendre un gene constitutif si elle touche son seul 
site de fixation d’un represseur, ou si elle fusionne sa sequence codante avec le 
promoteur d’un autre gene (chap. 7). 

6.4.1 Cartographie par deletion des sites de mutation d'un gene 

Si on dispose de plusieurs mutants ponctuels du meme gene et, par ailleurs, de 
plusieurs mutants par deletion de ce gene, il est alors possible, par les croisements 
entre mutants, d’ordonner les sites de mutations et symetriquement de delimiter 
l’amplitude des deletions (voir exercices d’ application). 

Dans tous les cas, la strategic experimentale consiste a croiser entre eux deux 
mutants A et B de meme phenotype dont l’un, A, est porteur d’une mutation par dele- 
tion partielle du gene (du moins on l’espere) alors que l’autre, B, est porteur d’une 
mutation ponctuelle. La question cartographique posee est alors la suivante, le site 
de mutation ponctuelle dans le gene etudie, fourni par B, est-il dans ou hors de la 
zone genomique deletee chez A ? 


G" 



Deletion du parent A 


La deletion « couvre » le site de mutation 
dans le gene G. 

Aucun crossing-over, aussi pres soit-il d’une des 
extremites de la deletion, ne peut lors de la meiose 
aboutir a la reconstitution d’une sequence sauvage. 
(II n’y a pas de crossing-over dans la deletion !) 


Cr 



Deletion du parent A 


La deletion « ne couvre pas » le site 
de mutation dans le gene G. 

Un crossing-over, comme celui qui est figure, 
peut lors de la meiose aboutir a la reconstitution 
d’une sequence sauvage et d’une sequence porteuse 
a la fois de la mutation ponctuelle et de la deletion. 


Figure 6.1 Consequences genetiques de la recombinaison par crossing-over selon 
que la deletion couvre ou ne couvre pas le site de mutation ponctuelle sur la sequence 
homologue du gene (seules deux chromatides homologues non soeurs ont ete figurees). 
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Dans le premier cas, on dit que le site de mutation ponctuelle est couvert par la 
deletion, dans le second cas, qu’il ne Test pas, ce qui a des consequences opposees, 
du point de vue de la recombinaison genetique lors de la meiose (fig. 6.1). 

En croisant plusieurs mutants ponctuels avec le meme mutant par deletion, on 
peut classer les mutations ponctuelles en deux groupes, celles qui sont « couvertes » 
et celles qui ne le sont pas, qui lui sont exterieures, ce qui est une faqon de les 
ordonner. 

En operant de la meme maniere avec des mutants porteurs d’autres deletions 
partielles, on peut alors ordonner les sites de mutations les uns par rapport aux autres 
et definir, en meme temps, les limites de chaque deletion partielle dans le gene 
etudie (voir exercices). 


6.4.2 Differences entre mutants par deletion 
et mutants ponctuels multiples 

Lorsque deux genes sont contigus et que des mutations dans l’un ou f autre condui- 
sent a un meme phenotype, il est possible de le mettre en evidence si des mutants 
simples (mutes dans un seul gene) et recessifs sont capables de donner par croise- 
ment un diploide sauvage (complementation fonctionnelle). Des doubles mutants 
ponctuels, comnie des mutants par deletion couvrant les deux genes, apparaitront 
fonctionnellement semblables, puisqu’appartenant simultanement aux deux groupes 
de complementation. II est pourtant possible de les differencier dans la mesure ou ils 
peuvent presenter des proprietes genetiques differentes : 

- la deletion etant un seul evenement mutationnel, on observera une stricte segrega- 
tion 2/2 chez le diploide issu du croisement entre le mutant par deletion et le 
sauvage. En revanche, on pourra eventuedement exclure la segregation 2/2 chez le 
diploide issu du croisement entre sauvage et le double mutant, a condition 
d’ observer un nombre de meioses suffisamment eleve pour que les crossing-over, 
entre les sites, donnent un surplus significatif de gametes recombines simples 
mutes (fig. 6.2). 
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Figure 6.2 Consequences genetiques de la meiose selon que deux genes contigus 
sont mutes par une deletion chevauchante ou deux mutations ponctuelles. 

Le premier diploide donnera strictement 1/2 de gametes sauvages et 1/2 de gametes 
mutes. Le deuxieme diploide donnera (1 - r)/2 de gametes sauvages et (1 + r)l 2 de 
gametes mutes simples ou doubles; r etant le taux de recombinaison entre les sites 
mesurable significativement si le nombre de gametes etudies, c'est-a-dire de meioses, 
est eleve (seules deux chromatides homologues non soeurs ont ete figurees). 
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- le double mutant, croise avec un mutant ponctuel simple peut donner, a la meiose 
du diploide, des gametes sauvages, alors que le mutant par deletion n’en donnera 
jamais, si la mutation ponctuelle est couverte (fig. 6.3). 
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Figure 6.3. 

Le premier diploide ne donnera jamais de gametes sauvages. Le deuxieme diploide 
donnera quelques gametes sauvages si le nombre de gametes etudies, c'est a dire de 
meiose, est eleve (seules deux chromatides homologues non soeurs ont ete figurees). 


6.5 LA CARTOGRAPHIE FINE PAR TEST MULTIPOINT 

Ordonner des genes ou des sites sur un axe peut etre realise par le calcul de leurs 
distances respectives, ce qui suppose que le nombre de gametes etudies est d’autant 
plus eleve que les distances sont courtes. 

Si les conditions experimentales limitent ce nombre et ne permettent pas 
d’estimer avec precision les distances, il peut etre utile de definir un test, plus quali- 
tatif que quantitatif, fonde sur l’observation d’un type particulier de gametes dans 
des croisements paralleles, les souches croisees etant defmies de maniere telle que 
ce gamete sera tres rarement, voire jamais forme dans un des croisements. 

Supposons que trois sites de mutations d’un meme gene, notes si, s2 et s3 doivent 
etre ordonnes, trois ordres sont possibles selon que si ou s2 ou s3 est central. 

Dans un tel but on peut, a condition d’en disposer, faire trois croisements paral- 
leles entre un double mutant pour deux des sites et le simple mutant pour le troi- 
sieme, et observer lequel des croisements ne donne jamais de gametes sauvages; on 
peut alors en conclure que le site du mutant simple de ce croisement est le site 
central (tabl. 6.1). 

Ce genre de croisement et de test des gametes est assez facile chez la levure ou 
des milliers de spores peuvent etre deposees sur une boite ou seules les sauvages 
peuvent donner des colonies, ou chez la drosophile si un test cross permet aux seules 
sauvages F2 de se developper. 

II existe des variantes plus simples, notamment quand on ordonne deux a deux les 
sites d’un meme gene par rapport a une mutation externe responsable d’un pheno- 
type different, pouvant lui-meme servir de crible de selection (voir exercice d’ appli- 
cation et de genetique bacterienne) ; dans ce cas il y a deux cartes possibles (le 
marqueur externe ne pouvant etre central) et il convient de comparer les resultats de 
deux croisements. 
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Tableau 6.1 Test trois point permettant d'ordonner les marqueurs. 

Le but est d'identifier, en fonction de I'ordre possible des 3 marqueurs, le croise- 
ment entre doubles et simples mutants oil la formation d'un gamete sauvage est la 
plus rare, parce qu'exigeant un double crossing-over. 


Ordres possibles — ► 

Types | 

de croisements ^ 




s2 central 

si central 

s3 central 




si s2 s3 

s2 si s3 

si s3 s2 




(si ', s3~) 
croise par ( s2~ ) 




1st- s2 + s3~| 

| s2 + sT s3“| 

1 s2 + s3 - sL 

)T^ 

X 


s b s2- s3 + 

s2r sb s3 + 

s2- s3 + sb 




(si ', s2) 
croise par ( s3~ ) 




|sf s2r s3 + | 

| s2- s1~ s3 + | 

| s2r s3 + sb | 

X 

X 

X X 

| s1 + s2 + s3"| 

| s2 + sb s3i 

| s2 + s3- sb | 




(s2 -. s3 ) 
croise par (s1~) 




\sT s2r s3“| 

s2r sb s3- 

s2r s3~ sb 

5T 

X X 

X 

s1~ s2 + s3 + 

\s2 + sb s3 + 

| s2 + s3 + sb\ 




Bilan de I'analyse 

Si, des trois croisements realises, c'est le deuxieme qui donne rarement, 
voire jamais, de gametes sauvages, 
on peut conclure que le site s3 est central. 


On peut enfin definir un test quatre points oil on ordonne deux a deux des sites de 
mutations en les positionnant par rapport a deux mutations exterieures situees de 
part et d’ autre (voir exercices). 

La plupart du temps, ces tests necessitent de comparer entre eux les resultats de 
plusieurs croisements paralleles, ce qui n’a de sens que si les observations ne depen- 
dent que de la position des sites et d’aucun autre parametre; on verra que dans 
certaines conditions, avec des marqueurs de selection supplementaires, on peut 
raisonner a l’interieur d’un seul croisement et s’affranchir ainsi des parametres qui, 
en dehors de la position des sites, sont susceptibles de jouer sur l’efficacite du croi- 
sement a generer les recombinants (voir exercice de genetique bacterienne). 


EXERCICES 


Exercice 6.1 

En 1986, le gene hurnain implique dans la mucoviscidose, appele depuis 
CFTR ( Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator ) n’avait 
pas encore ete clone et sa fonction etait encore inconnue, meme si elle etait 
suspectee (canal ionique chlorure). 
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Par analyse de liaison genetique, on a montre que le gene CFTR etait lie 
(distance egale a 15 cM) a un marqueur polymorphe de l’ADN dont les 
fragments de digestion (par l’enzyme Hinc II) sont reconnus par une sonde 
specifique LAM4-917. mais ce marqueur polymorphe, nomrne DOCRI- 
917 n’etait pas encore lui-meme assigne a un chromosome. 

On a alors extrait l’ADN de plusieurs lignees hybrides homme-rongeur 
qu'on a digere par Hinc II; les fragments ont ete ensuite separes par 
electrophorese puis transferes, apres denaturation de l’ADN, sur une 
membrane de nylon; ces Southern blot ont ete hybrides par la sonde 
marquee LAM4-917 (tabl. 6.2, colonne a). 

Par la suite, on a rehybride les Southern blot par une autre sonde marquee, 
TCRB , correspondant a la sequence du gene du recepteur (3 de lympho- 
cyte T (tabl. 6.2, colonne b), localise sur le chromosome 7. Interpretez ces 
resultats en justifiant les choix de sondes. 

Tableau 6.2 Assignation chromosomique du gene CFTR. 

Colonne a, signal d'hybridation de I'ADN des lignees avec la sonde 
LAM4-917; colonne b, signal d'hybridation avec la sonde TCRB. 

(+) indique un signal d'hybridation et (-) son absence. 



Chromosomes humains conserves (+) ou perdus (-) 
dans chacune des lignees hybrides homme-rongeur 



Lignee 

hybride 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

X 

Y 

a 

b 

1 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

2 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

3 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

4 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

5 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

6 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 


>- Niveau Licence/Definitions des objectifs. 

Assignation (localisation) chromosomique d’un gene humain par panel d’hybride 
homme-rongeur. 

Solution. Le but de ce protocole est d’assigner le gene CFTR a un chromosome en assignant 
le marqueur DOCRI-917 qui lui est genetiquement done physiquement lie. 

Le gene CFTR ne peut etre directement utilise pour cette localisation, puisque sa sequence 
est indisponible, le gene n’etant pas encore clone, et que son produit encore inconnu ne peut 
etre dose dans des extraits acellulaires de cellules hybrides. 

On attend, de l’hybridation avec la sonde, un signal positif si le chromosome porteur de 
DOCRI-917 est present, et l’absence de signal s’il est absent. L’incoherence de resultat pour 
un chromosome donne (signal d’hybridation present en absence de ce chromosome chez 
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l’hybride cellulaire, ou signal d’ hybridation absent en presence de ce chromosome) exclut 
alors ce chromosome comme porteur du marqueur DOCRI-917 et done du gene CFTR. 

La sonde LAM4-917 donne un signal d’hybridation avec l’ADN des lignees 3, 4 et 5 et un 
signal negatif avec les autres. Si on considere les chromosomes conserves ou perdus par les 
differentes lignees, les resultats observes sont toujours incoherents, sauf avec le chromosome 7, 
ce qui permet de localiser DOCRI-917 et le gene CFTR sur le chromosome 7. 

L’hybridation avec le gene TCRB joue le role de controle, montrant que les Southern blot 
repondent bien de fa 5 on attendue, positive ou negative, a l’hybridation d’une sequence 
connue pour etre localisee sur le chromosome 7. 

Exercice 6.2 

On a isole un mutant albinos dans une lignee pure de souris nominee CD 1 . 
Une etude genetique a permis de montrer que ce mutant etait recessif et 
mute dans un seul gene (3/4 de sauvage et 1/4 d’albinos a Tissue d’un croi- 
sement FI x FI). 

On souhaite « assigner » ce gene a un chromosome, e’est-a-dire identifier 
le chromosome ou reside le locus de ce gene. Dans ce but, on croise des 
mutants albinos de la lignee CD1 avec des individus de la lignee 129, 
sachant que ces deux lignees different Tune de T autre pour de nombreux 
marqueurs VNTR identifies et cartographies. 

Les marqueurs VNTR ( Variable Number of Tandem Repeats) sont des 
sequences d’ADN formees d’un nornbre variable d’un motif repete, 
souvent un di ou un trinucleotide. Ce « polyallelisme » genere dans une 
population naturelle un grand nornbre de genotypes differents les uns des 
autres et entre eux, ce qui constitue la base des methodes d’empreintes 
genetiques. 

Dans les lignees pures de souris, tous les individus sont homozygotes pour 
un allele du marqueur mais les lignees different les unes des autres, les 
individus n’ etant pas homozygotes pour le meme allele du marqueur. 

Les F 1 sont croisees entre elles et on recupere les F2 albinos ; on entre- 
prend alors une « revue genomique » ( genome scan) qui consiste a deter- 
miner, pour tous ces individus, le genotype dont ils sont porteurs pour 
toute une serie de ces marqueurs moleculaires repartis sur les differents 
chromosomes, dont les marqueurs D4M24, D5M8 et D7M52 (tabl. 6.3). 

- D4M24 est le marqueur 24 du chromosome 4, les individus CD 1 etant 
homozygotes pour T allele porteur de 32 repetitions, les individus 129 
etant homozygotes pour T allele porteur de 22 repetitions; 

- D5M8 est le marqueur 8 du chromosome 5, les individus CD1 etant 
homozygotes pour T allele porteur de 8 repetitions, les individus 129 
etant homozygotes pour T allele porteur de 12 repetitions; 

- D7M52 est le marqueur 52 du chromosome 7, les individus CD1 etant 
homozygotes pour T allele porteur de 9 repetitions, les individus 129 
etant homozygotes pour T allele porteur de 17 repetitions. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

180 Concepts de base et exercices corriges 


Tableau 6.3 Genotypes des trois marqueurs VNTR etudies des F2 

DE PHENOTYPE ALBINOS. 

Les alleles de chacun des marqueurs sont definis par leur nombre de 
repetitions, (entre parentheses, effectifs observes de chacun des 
genotypes). 


Marqueur D4M24 

Marqueur D5M8 

Marqueur D7M52 

32//32 (24) 

8//8 (81) 

91/9 (22) 

32/122 (53) 

8//12 (18) 

9//17 (48) 

22/122 (23) 

12//12 (1) 

17//17 (30) 


Sur quel chromosome peut-on assigner la mutation albinos de la lignee 
CD1 ? Justifier les reponses par un schema. 

>• Niveau Licence (LI, L2)/Definition des objectifs. 

Assignation (localisation) chromosomique par revue genomique (exemple chez la 
souris). 

Solution. La methode consiste a assigner un gene a un chromosome en montrant qu’il est 
genetiquement lie a un marqueur moleculaire connu de ce chromosome. Les croisements 
entre albinos CD1 et non-albinos 129 genere des heterozygotes pour tous les genes, et 
notamment les marqueurs, dont l’allele est different d'une lignee pure a l’autre; c’est le cas 
pour le gene implique dans Falbinisme, dont les alleles seront notes A et a, comme pour les 
trois marqueurs etudies. 

Le genotype des F 1 est figure ci-dessous ; les pointilles designent une eventuelle liaison avec 
l’un des trois marqueurs (les trois etant physiquement independants entre eux) : 

a 32 8 9 


4 22 12 17 

En cas d’independance genetique entre le couple d’alleles A/a et un marqueur donne, les F2, 
qu’ils soient AHA, Alla ou alia seront, pour le marqueur considere, homozygotes pour l’un 
des alleles avec une probabilite egale a 1/4 et heterozygotes avec une probabilite egale a 1/2. 

C’est effectivement ce qu’on observe pour D4M24 et D7M52; attention cette observation, en 
elle-meme ne permet pas d’exclure que le gene A soit sur le chromosome 4 ou sur 17, mais 
permet d’exclure qu’il soit sur le 4, dans le voisinage de D4M24 et sur le 7, dans le voisinage 
de D7M52. N’oublions jamais que deux genes ou marqueurs peuvent etre physiquement lies 
tout en etant genetiquement independants. 

En cas de liaison genetique entre le couple d’alleles Ala et un marqueur donne, les alleles A 
auront tendance a cosegreger, a la meiose chez la FI, avec 1’ allele marqueur du parent 129, et 
les alleles a auront tendance a cosegreger avec 1’ allele marqueur de la lignee CD1. 

En consequence, les albinos F2, de genotype alia, seront beaucoup plus souvent homo- 
zygotes pour l'allele CD1, parfois heterozygotes, et plus rarement homozygotes pour 
1’ allele 129, puisqu’alors ils seraient issus de deux gametes, paternel et maternel, resultant 
tous deux d’un crossing-over entre le gene et le marqueur. 
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C’est ce qu’on observe pour le marqueur D5M8 ; on peut en conclure que la mutation albinos 
de CD1 touche un gene du chromosome 5, dans le voisinage du marqueur D5M8. 

Exercice 6.3 

Dans tout 1’ exercice, on ne tiendra pas compte du type sexuel, a ou a, des 
souches de levure Saccharomyces cerevisiae, on suppose qu’on dispose 
toujours d’une souche du type sexuel requis pour le croisement, ainsi que 
des marqueurs de selection des diploides. 

On dispose d’une souche haploide A, auxotrophe pour l’isoleucine et la 
valine, phenotype note [ilv - ] deux acides amines dont la chaine de 
biosynthese comprend une partie commune, et d’une souche B, auxo- 
trophe pour la methionine, phenotype note [met - ]. 

1 . On realise le croisement de A par B puis on etudie les spores issues de la 
meiose des diploides; on observe 4 250 spores [ilv - ], 4 230 spores [met - ], 
140 spores [ilv - , met - ] et 120 spores [ilv + , met + ], Quelles conclusions 
peut-on en tirer ? 

2. A partir de la souche A, on a isole un grand nombre de mutants indepen- 
dants, auxotrophes pour le tryptophane, phenotype note [tip - ] ; on etudie 
quatre mutants nommes tl, t2, t3 et t4. 

- Les quatre mutants sont croises avec la souche B, les diploides sont 
sauvages. 

- Les quatre mutants sont croises deux a deux, les diploides sont tous [tip - ]. 
Que conclure ? 

3. Les diploides issus du croisement du mutant tl avec B sont mis a 
sporuler. On etale environ 10 000 spores sur des boites de milieu Mo 
additionne de tryptophane, de methionine, de valine et d’isoleucine; 
4 980 colonies sont capables de pousser, apres replique sur Mo additionne 
de methionine, de valine et d’isoleucine. On obtient des resultats sans 
difference significative avec les autres mutants t2, t3 et l4. Concluez. 

4. Parmi ces 4 980 colonies, 4 836 se revelent [ilv + , met - ], 69 sont [ilv + , 
met + ], 73 sont [ilv - , met - ] et 2 sont [ilv - , met + ], Donnez la disposition des 
genes entre eux sans faire de calculs mais en detaillant le genotype du 
diploide dont sont issues les spores etudiees. 

5. A partir des croisements precedents t3 x B et t4x B. on a pu isoler des 
spores de phenotype [met - , tip - , ilv + ] qui sont respectivement nominees t3' 
et t4'. Precisez leur genotype. 

On croise chaque mutant tl et t2 avec chaque mutant t3' et t4'\ les 
diploides sont mis a sporuler et on etale environ 10 000 spores issues de 
chacun des croisements sur des boites de milieu Mo additionne de methio- 
nine, de valine et d’isoleucine. Par replique on teste les colonies alors obte- 
nues pour les phenotypes [ilv] ou [met]. Interpretez les resultats (tabl. 6.4). 
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Tableau 6.4 Effectifs des colonies capables de pousser sur chacun des milieux 

DE REPLIQUE A PARTIR DE BOITES MERES CONTENANT 10 000 COLONIES 
ISSUES DES SPORES OBTENUES A PARTIR DES QUATRE CROISEMENTS ANALYSES. 


Croisements analyses 

Nombre 
de colonies 

sur Mo + val + ile + met 

Nombre 
de colonies 
[ilv+, met+] 

Nombre 
de colonies 
[ilv - , met"] 

spores issues de tl x t3' 

8 

7 

0 

spores issues de tl x t4' 

4 

0 

4 

spores issues de t2 x t3' 

16 

15 

0 

spores issues de t2 x t4' 

5 

5 

0 


>• Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Cartography de genes chez la levure Scicchciromyces cerevisiae par test trois 
points. 

- Carte fine des sites par test quatre points. 


Solution 

1. Les diploides du croisement A x B donnent 50 % de spores [ilv + ] et 50 % de spores [ilv - ], 
le mutant A differe de B pour un seul des genes implique dans la fraction commune des 
chaines de biosynthese de l’isoleucine et de la valine. De meme la segregation 2/2 pour le 
phenotype methionine permet de conclure que B est un mutant simple. 

En revanche, les deux genes mutes chez A et B sont genetiquement lies puisque la meiose 
laisse apparaitre des frequences de spores recombinees sauvages ou double mutantes tres 
inferieures a celles des gametes parentaux. La frequence des spores recombinees est egale a 
260/9 000 = 0,0288; la distance entre les deux genes (plus exactement les deux sites de 
chacun des deux genes) est egale a 2,88 ur. 

2. Les quatre mutants ont un phenotype [ trp J recessif, ce qui permet de conclure qu’il n’y a 
pas de complementation fonctionnelle chez les diploides issus des croisements de mutants 
entre eux, et que ces mutants sont mutes au moins dans un meme gene (le meme gene s’ils ne 
sont mutes que dans un seul gene). 

3. Toutes les spores peuvent pousser sur le milieu d’etalement, quel que soit leur phenotype, 
mais seules les spores [trp + ] peuvent pousser sur le milieu de replique qui sert a tester la 
segregation pour le seul phenotype tryptophane. II y a segregation 2/2 pour les quatre 
mutants qui sont done mutes dans le meme gene, mais sans doute pas au meme site, puisque 
ce sont des mutants independants. 

4. Si le gene implique dans le phenotype tryptophane, note t, etait genetiquement indepen- 
dant des deux genes (tres lies entre eux) impliques dans les phenotypes ilv et met, notes i 
et m, le genotype du diploide pourrait s’ecrire : 


f- 


f 


/ 


m 
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On devrait alors avoir egalite des phenotypes parentaux [ilv - , met + ] et [ilv + , met - ] parmi les 
spores de phenotypes [trp + ], ce qui n’est pas le cas (2 contre 4 836 !); le gene t est done lie 
aux deux autres et le genotype du diploide peut s’ecrire de trois facons differentes puisqu’on 
ne sait pas lequel des trois genes est central (fig. 6.3). 


t r nt r t~ nrt t~ rrt r 



t + i + rrr i + t + rrr f + rrr / + 


Figure 6.3 bis Disposition des 3 genes, selon trois ordres possibles. 


Parmi les spores de phenotype [trp + ], les spores [ilv - , met + ] sont minoritaires, ce qui signifie 
que l’ordre des genes est tel que les spores les plus rares sont les spores de genotype (/+, r, nr). 
Si la premiere cartographie correspond a la realite, les spores de genotype (f + , r, m + ), etant 
issues d’un crossing-over entre les genes t et i, seront plus frequentes que les spores (f+, r, nr) 
necessitant deux crossing-over. Les observations etant non conformes aux resultats attendus 
sous cette cartographie, celle-ci doit etre rejetee. 

Si la troisieme cartographie correspond a la realite, les spores de genotype (r + , i~, m + ), etant 
issues d’un crossing-over entre les genes t et m, seront plus frequentes que les spores (L, i + , m + ) 
necessitant deux crossing-over. Les observations etant non conformes aux resultats attendus 
sous cette cartographie, celle-ci doit etre rejetee. 

Si la deuxieme cartographie correspond a la realite, les spores de genotype (r, r, m + ), etant 
issues de deux crossing-over, entre les genes t et i, et entre les genes t et m, seront plus rares 
que tous les autres types de spores recombinees ne necessitant qu’un seul crossing-over. Les 
observations etant conformes aux resultats attendus sous cette cartographie, celle-ci peut etre 
acceptee, le gene t est central. 

5. Chaque diploide est porteur de deux exemplaires mutes du gene t, schematise par un 
rectangle, mais a des sites differents. Le diploide pourra etre schematise de deux famous 
possibles (fig. 6.4), selon la disposition respective des sites r7 - et tJ par rapport aux deux 
genes i et m. 




Figure 6.4 Disposition relative des sites mutes du gene t par rapport aux genes / et m. 
Les notations t1~, t1 + , t3~ et t3 + se rapportent a la nature mutee ou sauvage de la 
sequence nucleotidique en ce site precis du gene, celui-ci etant de toute fagon non 
fonctionnel quel que soit le site mute. On a figure I'echange chromatidique permet- 
tant de reconstituer une sequence sauvage fonctionnelle pour le gene t. 


La figure 6.4 ne laisse figurer que I’echange chromatidique conduisant a une spore de pheno- 
type [trp + ], ce qui permet bien de voir que, selon la disposition des sites tl et ri, cette spore 
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sauvage sera le plus souvent, a moins d’un autre crossing-over, possible mais rare, [ilv + , met + ] 
si la cartographie correspond a la premiere hypothese, et [ilv , met - ] dans 1’ autre cas. 

Des donnees du tableau 6.4, on peut conclure que les sites tl et t3 correspondent au premier 
type de cartographie. L’ordre est ainsi Pour tl et t4, on obtient, l’ordre i-t4-tl-m, 

d’ou on peut conclure a F ordonnancement i-t4-tl-t3-m. L’ analyse des autres donnees permet 
de conclure a la cartographie i-[t2, t4, tl, t3]-m. 


Exercice 6.4 

Des etudes genetiques ont montre que trois des genes de levure, impliques 
dans la metabolisation du galactose sont contigus. Ils sont respectivement 
nommes GAL7, GAL10 (central) et GALl. 

On a isole, par irradiations aux rayons X, trois mutants [gal - ], nommes dl, 
d2 et d3, dont on peut suspecter qu’ils sont porteurs d’une deletion, d’une 
part en raison du mutagene utilise, mais aussi parce qu’ils ne donnent 
aucun revertant (chap. 7), enfin parce que le diploide issu du croisement 
avec sauvage donne une stricte segregation 2/2 (50 % de spores [gal + ] et 
50 % de spores [gal - ]) alors que ces mutants appartiennent simultanement 
a deux groupes de complementation entre lesquels il est assez facile 
d’ avoir des recombinaisons pour les mutants simples. 

1. On croise les mutants d avec des mutants ponctuels simples touches 
respectivement dans l’un des trois genes et designes par m7, mlO et ml, et 
on teste la capacite des diploides de pousser sur galactose. Interpretez les 
resultats (tabl. 6.5). 


Tableau 6.5 Phenotype gal des diploides issus des croisements 

ENTRE MUTANTS PONCTUELS ET MUTANTS PAR DELETION. 

« + » designe la capacite de croissance sur galactose. 



m7 

mlO 

ml 

dl 

- 

- 

+ 

d2 

+ 

- 

- 

d3 

- 

- 

- 


2. Quatre mutants ponctuels de GAL7, nommes m7-l, m7-2, m7-3 et m7-4 
sont croises soit avec le mutant dl, soit avec d3. On met les diploides ainsi 
obtenus a sporuler aftn de recueillir un tres grand nombre de spores qu’on 
etale sur un milieu ne contenant que du galactose comme source de 
carbone. Interpretez les resultats (tabl. 6.6). 

Par ailleurs, les diploides issus des croisements entre le mutant ponctuel 
rnlO-5 et le mutant dl ou le mutant d2 sont capables de donner des 
spores [gal + ], Concluez. 
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Tableau 6.6 Capacite de croissance sur galactose (notee +) de spores issues par meiose 

DE DIPLOi'DES FORMES PAR CROISEMENTS ENTRE MUTANTS PONCTUELS DU GENE GAL7 
ET MUTANTS PAR DELETION Dl OU D3. 



m7-1 

m7-2 

m7-3 

m7-4 

dl 

+ 

- 

- 

- 

d3 

+ 

- 

+ 

+ 


>■ Niveau Licence/Definition des objectifs. 

- Cartographie par deletion pour ordonner des sites ponctuels et preciser F ampli- 
tude des deletions. 

- Distinguer le test fonctionnel et le test de recombinaison. 


Solution 

1. II s’agit ici, par un test fonctionnel, de denombrer les genes « couverts » par la deletion; 
F analyse du tableau conduit au schema suivant, ou les cadres indiquent les etendues mini- 
males des deletions et les fleches les limites d’etendue des deletions, lorsqu’elles sont 
identifiables. 


GAL7 


GAL10 


GAL1 


i dl couvre GAL7e t GAL10 : 


: totalement ou non i 

► 


* 


d2 couvre GALIOet GAL1 
totalement ou non 


d3 couvre GAL7 et GAL1 totalement ou non 
et done GAL10 totalement 


2. Selon que la deletion portee par le diploide ne couvre pas ou couvre le site de mutation 
ponctuelle porte par la sequence allelique du gene etudie, on aura ou on n’aura pas de recom- 
binant [gal + ], ce qui permet de conclure, d’apres le tableau 6.6, que les sites m7-2, m7-3 
et m7-4 sont couverts par dl alors que d3 ne couvre que m7-2, de sorte qu’on peut deduire 
l’ordre des sites (sauf pour m7-3 et m7-4) et preciser que d3 n’est pas aussi etendue dans 
GAL7 que d 1 . 


La capacite de production de spores [gal + ] dans les croisements entre ml 0-5 et dl ou d2 
prouve que ce site n’est couvert par aucune des deux deletions qui ne sont done pas 
chevauchantes. 
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Chapitre 7 


Analyse genetique des revertants 
et des suppresseurs 


7.1 INTRODUCTION 

L’ analyse genetique d’un caractere chez un organisme suppose que celui-ci presente 
une variability qui permette de definir au moins deux formes de ce caractere, desi- 
gnees comme phenotypes. En general cette analyse genetique (on dit meme parfois 
« dissection genetique » du caractere ou du phenomene biologique) consiste, apres 
avoir defini un phenotype de reference encore appele « phenotype sauvage », a isoler 
le plus grand nornbre de « mutants » presentant une variation phenotypique heredi- 
tairement stable. 

On entreprend alors 1’ analyse genetique des mutants par des croisements avec la 
souche sauvage de reference (SSR) afin d’etablir la dominance ou la recessivite des 
phenotypes mutants, prelude a la rnise en oeuvre des tests de complementation, par 
les croisements entre mutants recessifs, qui permettront, avec les tests de segregation 
des FI issus des croisements entre mutants et SSR, de regrouper les differents 
mutants et de denombrer ainsi les genes impliques dans le phenomene etudie. 

Mais il n’est pas certain, meme en isolant le plus grand nornbre de mutants possi- 
bles, que le crible de mutants choisi ait permis de toucher tous les genes impliques 
dans le phenomene etudie : 

- les mutations de certains genes peuvent etre letales et ne peuvent etre selectionnees ; 

- certains genes peuvent etre redondants, de sorte que la mutation d’un d’entre eux 
sera sans effet sur le phenotype qui demeure sauvage ; 
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- le crible de mutants utilise (voir chapitre 8) est inefficace pour isoler des mutants 
de certains des genes impliques dans le caractere ou le phenomene, particuliere- 
ment quand il s’agit de genes regulateurs impliques dans des cascades d’expres- 
sion (par exemple genes du developpement, ou du cycle cellulaire) en raison du type 
d’interaction de leur produit avec les genes (interaction proteine-ADN) ou les 
produits des genes (interaction proteine-proteine) dont on peut isoler des mutants. 

C’est pourquoi les geneticiens ont assez vite decouvert l’interet qu’il y avait de 
completer leur analyse genetique des mutants « directs », obtenus par un crible defini, 
par 1’ analyse de « revertants ». 

Definition : un « revertant » est un mutant de mutant direct qui a recouvre le pheno- 
type originel dont etait issu le mutant direct (en general le phenotype sauvage si le 
mutant est issu d’une SSR). 

L’ analyse des revertants va se reveler tres informative car 

- elle permet d’identifier des genes non identifies ou non identifiables par la muta- 
genese directe ; 

- elle apporte des precisions fonctionnelles, voire moleculaires, sur la nature des 
differentes mutations affectant les genes identifies chez les mutants directs ; 

- elle permet de mettre en evidence des interactions fonctionnelles cntrc genes. 

Remarque 1. Les revertants sont, sauf exceptions, obtenus par un crible de 
selection inverse de celui qui a permis d’ avoir le mutant direct. A partir d’un 
mutant direct de SSR, selectionne par un « crible negatif » (chapitre 8), on 
obtiendra un revertant ayant recouvre le phenotype sauvage, par un « crible 
positif ». A l’inverse les revertants issus de mutants directs obtenus par crible 
positif, seront selectionnes a travers un crible negatif. 

Remarque 2. Une souche originelle SSR a un genotype et un phenotype sauvages 
et les mutants directs ont un phenotype mute parce qu’ils ont un genotype 
mute. 

Par contre, si les revertants ont recouvre un phenotype sauvage, rien ne permet de 
dire que leur genotype est sauvage, c’est pourquoi on les designe souvent comme des 
« revertants phenotypiques ». L’ analyse genetique, eventuellement moleculaire, doit 
permettre de distinguer les revertants « vrais » qui ont recouvre un genotype sauvage, 
et les autres qui presentent en fait un genotype mute, soit qu’une deuxieme mutation 
ait remplace la premiere (revertants « au site mute »), sans avoir l’effet phenoty- 
pique de celle-ci, soit qu’une deuxieme mutation, en un autre site (dans le meme 
gene ou hors de ce gene) ait la propriete de « supprimer » l’effet de la mutation 
directe, ce qui retablit le phenotype sauvage. 

Dans ce dernier cas la mutation est appelee « mutation suppresseur » ou mutation 
a effet suppresseur. Le suppresseur est intragenique si la mutation touche, en un 
autre site, le meme gene que la mutation directe; il est dit « extragenique » s’il est 
exterieur au gene porteur de la mutation directe. 
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Un suppresseur extra-genique peut toucher un gene qui sera alors appele « gene 
suppresseur » mais il peut aussi toucher une sequence non exprimee mais signifiante 
dans l’expression du genome, notamment celle du gene porteur de la mutation 
directe (figure 7.1). 

Remarque semantique et conceptuelle. La figure 7. 1 montre bien qu’une muta- 
tion suppresseur ne supprime pas, au sens strict, la mutation originelle ou 
directe; il est correct de dire que c’est l’effet de la mutation suppresseur qui 
supprime l’effet (ou le non effet) de la mutation directe. 

Par conti c la mutation reverse au site mute supprime bien, au sens strict, la muta- 
tion directe et par la l’effet (ou le non effet) de cette mutation en lui substituant son 
effet propre. 

7.2 ANALYSE GENETIQUE FORMELLE DES REVERTANTS 

7.2.1 Taux de reversion 

La frequence de revertants est toujours, sauf exceptions, plus faible que la frequence 
de mutants directs, de l’ordre de 10 a 1 000 fois plus faible, car la frequence de 
mutation d’un phenotype donne est une fonction de la taille de la « cible » qui doit 
etre rnutee. 

Au depart, il est d’autant plus facile d’ avoir des mutants directs que le nornbre de 
genes impliques dans le phenotype etudie est grand, puisqu’il suffit a priori d’en 
toucher un seul pour avoir un phenotype mutant. Pour les mutants directs la taille de 
la « cible » correspond physiquement a la longueur totale des sequences mutables, 
notamment si le phenotype mute depend de mutations de perte de fonction (voir 
chapitre 5). 

Pour ce qui est des revertants, la taille de la cible est obligatoirement plus faible 
puisque la mutation doit toucher un site particulier, celui qui, dans le gene ou hors de 
lui, aura un effet suppresseur. 

Le fait que certains mutants d’un gene donne assez facilement des revertants alors 
que d’autres mutants du meme gene n’en donnent que tres rarement, voire jamais, ne 
pourra done etre interprets que comrne une consequence de la nature differente des 
mutations directes affectant le gene chez les differents mutants. Ces faits seront discutes 
et interpretes plus loin, mais montrent deja l’interet des revertants dans l’approfon- 
dissement de 1’ analyse des mutants directs. 

7.2.2 Mise en evidence d'une mutation suppresseur chez un revertant 

L’ analyse genetique d’un revertant consiste en premier lieu a savoir si on peut mettre 
en evidence une mutation suppresseur, et done le maintien de la mutation directe 
(originelle). 

Pour ce faire, on croise le revertant avec la souche d’origine du mutant direct, 
e’est-a-dire la SSR dans le cas ou le mutant direct en est issu, puis on observe les 
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produits de la meiose afin de mettre en evidence une eventuelle recombinaison entre 
la mutation directe, si elle a ete maintenue, et le suppresseur, s’il existe et qu’il n’est 
pas lie trap fortement a la mutation directe. Dans ce cas on voit reapparaitre le 
phenotype mutant dans la descendance du croisement et le revertant est dit de 
seconde classe (voir tableau 7.1). 



▼ 


▼ 


/par 


Revertant i-1 
mutation au site mute 


Revertant j-1 
avec suppresseur 
intragenique 


T 


t 



V Mutant i 


Mutant j 






Gene suppresseur mute/actif/ 
dans le revertant i-2 / 

V 


Revertant j-2 par suppresseur 
extragenique (ou intragenique) 
sur sequence non codante 


Figure 7.1 Filiation et variete des mutants directs et de leurs revertants respectifs. 
Deux mutants i et j issus d'un meme genotype sauvage ne seront mutes ni au meme 
site, ni de la meme fagon (par exemple I'un est non-sens et I'autre est un mutant de 
decalage du cadre de lecture); les revertants issus d'un meme mutant peuvent avoir 
des genotypes tres differents, meme s'ils ont le meme phenotype (ce sont des 
revertants !). 
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Dans le cas contraire, quand aucun descendant ne presente de phenotype mute, 
soit qu’il n’y a pas eu de recombinaison entre la mutation directe et le suppresseur, 
cai' celui-ci est genetiquement ties lie, notamment en cas de suppresseur intrage- 
nique, soit que la mutation directe a disparu au profit d’une deuxieme mutation au 
site, les revertants sont dits de premiere clcisse (voir tableau 7.1). 

Exemple de croisements permettant de statuer 
sur la presence d'un suppresseur chez des revertants 

On a obtenu a partir d’une souche haploide de levure, prototrophe pour la 
valine, des mutants auxotrophes dans un gene designe par VAL1. A partir 
d’un de ces mutants simples nomrne vall-1, on obtient trois revertants 
notes vall-1 /a, vall-1 lb et vall-1 /c, qu’on croise avec la SSR (tableau 7.1). 

a) Les revertants de seconde classe et leur interpretation genetique 

La meiose du diploide issu du croisement entre le SSR et vall-ll a donne 
23 spores [val - ] (tableau 7.1, colonne 1). La reapparition du phenotype 
mute caracterise le « revertant de deuxieme classe » dont 1’ interpretation 
fonctionnelle est sans ambiguite : e’est un revertant avec suppresseur, 
puisque la reapparition du phenotype mute atteste que la mutation directe 
n’avait pas disparu, que son effet etait supprime chez le revertant par celui 
d’une deuxieme mutation dite suppresseur, ces deux mutations ayant ete 
separees par recombinaison genetique lors de la meiose chez le diploide, 
ce qui conduit notamment a la reconstitution d’un genome mutant direct. 

Tableau 7.1 Analyse genetique de revertants par croisement avec la SSR. 


Croisement 
vail -1/a X SSR 

Croisement 
vall-1/b X SSR 

Croisement 
vall-1/c X SSR 

diploide FI 
[val + ] 

diploide FI 
[val + ] 

diploide FI 
[vah] 

analyse de 100 spores : 
77 [va 1+] 

23 [vah] 

analyse de 100 spores : 

100 [vah] 

0 [vah] 

analyse de 100 spores : 

100 [vah] 

0 [vah] 

il y a reapparition 
de spores mutantes 
le revertant est dit 
de deuxieme classe 

il n'y a pas reapparition 
de spores mutantes 
le revertant est dit 
de premiere classe 

il n'y a pas reapparition 
de spores mutantes 
le revertant est dit de premiere 
classe 


analyse de 10 000 spores : 
[val+] : 10 000 
[vah] : 0 

analyse de 10 000 spores : 
[vah] : 9 995 
[vah] : 5 


le revertant est toujours 
de premiere classe 

il y a reapparition de spores 
mutantes le revertant 
devient un revertant 
de deuxieme classe 
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En effet on peut ecrire les croisements, sur le plan genotypique, de la faqon 
suivante, ou vall + et vcill-1 designent les alleles du gene VAL1, et su a la 
mutation suppresseur (su pour suppresseur et a pour actif), son homologue 
sauvage etant designe par su' (su pour suppresseur et i pour inactif) : 

vail -1/a x SSR 
(i /all-1, su a ) ( val1 + ,su ') 

i 

DiploTde 


vall-1 su a 

val1 + su' 


Compte tenu de la recombinaison genetique possible (par assortment 
aleatoire des chromosomes si il y a independance physique, par crossing- 
over si il y a liaison) on peut attendre quatre types possibles de spores, dont 
on sait a l’avance les genotypes et, pour trois d’entre elles, les phenotypes : 

parental 1 : (vall-1 ; su a ) de phenotype [val + ] 

parental 2 : (vall + ; su') de phenotype [val+] 

recombine 1 : (vall-1 ; su') de phenotype [val - ] 

recombine 2 : (vall + ; su a ) de phenotype [val ? ] 

Les spores [val - ] ne peuvent qu’etre issues d’une recombinaison genetique 
entre la mutation directe et son suppresseur et attestent de l’existence de 
celui-ci. 

Que peut-on dire du phenotype associe au genotype (vall + ; su a ) qui n’a 
jamais ete encore rencontre ? 

- A priori rien d’ un point de vue physiologique, rneme si on peut supposer 
que 1’ allele su a a un effet specifique sur celui de l’allele vall-1 et qu’il 
ne devrait pas entraver l’effet dominant de l’allele vall + , ce qui abouti- 
rait dans ce cas au phenotype [val + ], 

- D’un point de vue segregatif, on peut remarquer qu'il y a 3/4 de spores 
[val + ] et 1/4 de spores [val - ], ce qui correspondrait tres exactement au 
resultat attendu si on a un gene suppresseur independant du gene VAL1 
et que le genotype (vall + ; su a ) est de phenotype [val + ], Mais on pourrait 
aussi imaginer que le genotype (vall +: su a ) est [val - ] et que les deux 
genes sont assez lies pour que la frequence des spores recombinees ne 
soit que de 25 % au total (distance de 12,5 u.r.) ! 

Des experimentations supplementaires sont necessaires pour resoudre 
cette question sans ambiguite, comrne par exemple une analyse de tetrades, 
possible chez la levure. 
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- L’ observation de tetrades avec quatre spores [ val - ] ne pourrait etre inter- 
prets que comme un ditype recombine et la preuve que le genotype 
C vall + ; su a ) est [val - ]. Dans ce cas les DP contiendraient quatre spores 
prototrophes et les T, deux auxotrophes et deux prototrophes. 

- L’ observation de tetrades avec trois spores [val + ] et une seule spore [val - ] 
ne pourrait etre interprets que comme un tetratype et la preuve que le 
phenotype ( vall + ; su a ) est [val + ], Dans ce cas les DP contiendraient 
quatre spores prototrophes et les DR, deux auxotrophes et deux proto- 
trophes (construire les tableaux d’ analyse de tetrades a titre d’exercice). 

b) Les revertants de premiere classe et leur interpretation genetique 

A la meiose, chez les diploides issus des croisements entre la SSR et les 
revertants vall-ll b ou vall-ll c (tableau 7-1, colonnes 2 ou 3), on n’observe 
dans un premier temps, sur 100 spores testees, que des spores haploides de 
phenotype [val + ], Ce resultat, caracterise par 1’ absence de reapparition du 
phenotype mute, definit le « revertant de premiere classe », dont l’interpre- 
tation fonctionnelle est ambigue. 

Ce peut etre un revertant vrai, de genotype sauvage, ou un revertant par 
mutation au site mute, de genotype non sauvage mais fonctionnel, ou un 
revertant porteur d’une mutation suppresseur tres proche du site de la muta- 
tion directe (suppresseur intragenique ou dans un gene contigu) de sorte 
que la recombinaison (par CO) est trop rare pour etre mise en evidence par 
le nombre de meioses etudiees. 

Dans le cas d’un revertant par mutation au site mute, si vall + et vall-lf 
designent respectivement 1’ allele sauvage et 1’ allele revertant mute au site, 
le croisement peut s’ecrire : 

vall-1/b x SSR 

(vall-1 0 ( val1 + ) 

i 

Diploi'de 

vall-1 ' 
val1 + 

ce qui donne, par segregation 2/2, deux types de spores de meme pheno- 
type [val + ]. 

On peut tenter de lever l’ambiguite d’ interpretation pour les revertants de 
premiere classe en accroissant le nombre de meioses etudiees afin, si un 
suppresseur tres lie existe, d’augmenter la probability d’observer au moins 
un gamete, une spore, recombine de genotype mutant. Dans l’exemple du 
revertant vall-l/c, l’etude de 10 000 spores, soit environ 2 500 meioses a 
permis de faire apparaitre cinq spores [val - ]. L’ observation d’une seule 
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spore mutee (a condition que sa frequence soit superieure au taux de muta- 
tion !) suffit a lever l’ambiguite et a considerer que veil I -I/c est un rever- 
tant de deuxieme classe avec un suppresseur tres lie a la mutation directe. 

Remarque 1. L’intensite de la liaison genetique ne permet nullement de consi- 
derer que le suppresseur de vall-l/c est intra-genique, mais elle justifie de se 
poser la question et de trouver le rnoyen experimental de la resoudre. 
Remarque 2. Les suppresseurs presents chez vail -i/a et vall-l/c ne sont pas 
les memes car ils sont independants, ils doivent etre distingues dans Tecriture 
et seront respectivement notes sua a et suc a . 

Remarque 3. Le calcul de la distance genetique entre la mutation directe et le 
suppresseur suc a est limite par la meconnaissance du phenotype des spores 
( vall + ; suc a ). Si ce phenotype est [val + ], la frequence totale des spores recom- 
binees est egale a 10/10 000, car il faut rajouter en moyenne 5 spores [val + ] 
aux 5 spores [val - ]. Si ce phenotype est [val - ], la frequence totale des spores 
recombinees est egale a 5/10 000, car toutes les spores recombinees ont alors 
le merne phenotype. 

Remarque 4. On peut imaginer, chez un revertant par deuxieme mutation au 
site de la mutation directe, qu’un crossing-over intra-codon, exceptionnel par 
sa rarete, puisse survenir au site mute val I - If et reconstitue un site mute 
direct, si la paire de bases mutee chez le revertant n’est pas la meme que la 
paire de base mutee chez le mutant direct vall-1 (exemple : codon sauvage 
GAG, mutation stop TAG, codon revertant TAC : un crossing-over entre GAG 
et TAC donne deux alleles GAC et TAG et reconstitue le mutant STOP vall-1 
et un nouveau mutant GAC, le crossing-over intra-codon peut done etre muta- 
tionnel). 

En resume, le but du croisement d’un revertant de phenotype sauvage avec la 
SSR, de phenotype et de genotype sauvage, consiste a construire un diploide (FI si 
on est chez un diplobiontique) au genotype double heterozygote pour la mutation 
directe et l’eventuel suppresseur, puis a tester l’eventuel retour dans la descendance 
(spores haploides ou F2) de phenotypes mutants attestant que la mutation originelle 
n’avait pas disparu et que son effet etait supprime, chez le revertant, par celui d’une 
mutation suppresseur, ces deux mutations ayant ete dissociees par recombinaison 
genetique lors de la meiose. Si tel est le cas le revertant est dit de « deuxieme classe ». 

Fes revertants dits de « premiere classe » ne presentent pas, apres croisements avec 
la SSR de descendants de phenotype mute. Ce resultat peut admettre plusieurs inter- 
pretations (revertant vrai, revertant au site mute, ou suppresseur genetiquement tres 
lie a la mutation directe). 

Fa repetition des croisements peut eventuellement faire passer le statut d’un 
revertant de la premiere classe a la seconde. 

NB : en genetique bacterienne, pour des raisons specifiques aux methodes de 
« croisements », T etude des revertants sera realisee a travers des croisements avec la 
souche mutante et non la souche sauvage (voir exercices partie 2). 
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7.2.3 Test de dominance-recessivite d'un suppresseur 

L’ analyse d’un revertant de seconde classe, porteur d’une mutation a effet suppres- 
seur, peut se poursuivre par un croisement approprie afin de savoir si 1’ allele su“ est 
dominant ou recessif vis-a-vis de son homologue sauvage su'. Cette question se pose 
notamment quand on a de bonne raison de penser que la mutation a effet suppresseur 
touche un autre gene que celui porteur de la mutation directe (suppresseur peu lie ou 
genetiquement independant de la mutation directe). 

Chaque revertant de seconde classe est alors classiquement soumis a une analyse 
par croisement avec une souche « sauvage ». II ne s’agit pas cependant de la souche 
SSR mais de la souche mutante dont est tire le revertant, souche qui porte 1’ allele 
sauvage su' et qui porte, comme le revertant la mutation directe, ce qui permet 
d’ avoir un diploide homozygote pour la mutation directe et de tester ainsi le pheno- 
type de l’heterozygote su"//su‘. Un croisement du revertant avec la SSR introduirait 
l’allele sauvage de la mutation directe et empecherait d’apprehender l’effet ou 
l’absence d’effet du suppresseur en imposant de toute faqon un phenotype sauvage 
(si la mutation directe est recessive). 

Ainsi le revertant de deuxieme classe val 1 - 1/a, issu du mutant val 1 - 1 (voir tableau 7.1) 
est croise avec ce mutant vall-1, soit : 

Revertant ( val 1-1 , sua a ) x Mutant ( val 1-1 , sua') 

l 

Diploide : vall- 1 sua a 

vall-1 sua' 

Si le phenotype de ce diploide est [val + ], cela indique que l’effet du suppresseur 
sua a est dominant sur sua', si le phenotype du diploide est [val - ], cela indique que 
son effet est recessif et ne peut s’imposer face a la sequence sauvage sua'. 

Remarque. On a « appris » a tester la dominance d’un mutant en le « croisant 
par sauvage », et a conclure qu’il est recessif si le phenotype du diploide 
obtenu est « sauvage » ; ici, on a croise le revertant par la souche mutante, mais 
celle-ci est sauvage pour la sequence etudiee (su') et si la sequence mutee 
(. su a ) est recessive, le phenotype du diploide est [val - ] c’est-a-dire « sauvage » 
du point de vue de l’effet suppresseur. Une illustration du fait qu’apprendre 
sans comprendre peut etre dangereux. 

7.2.4 Test de complementation fonctionnelle 
entre suppresseurs recessifs 

Si deux suppresseurs sua a et sud", selectionnes a partir d’un meme mutant direct, 
sont recessifs, on peut tester leur allelisme par un test de complementation fonction- 
nelle, en croisant entre eux les deux revertants, chacun etant porteur d’une des deux 
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mutations suppresseurs. Ainsi, en supposant que les suppresseurs soient recessifs, on 
peut croiser deux revertants vail -1 la et vall-1 Id : 

Revertant vail -1/a (vall-1, sua a ) x Revertant val 1 -1 /d (vall-1, sud a ) 

l 

Diploide : vall- 1 sua a sud' 

vall-1 sua' sud a 

La question est alors d’ interpreter le phenotype du diploide en fonction de deux 
hypotheses alternatives : 

- soit les deux suppresseurs sont alleliques et touchent le meme gene ; dans ce cas 
les deux alleles sua “ et sud a sont actifs sur vall-1, et le phenotype est [val + ], 

- soit les deux suppresseurs ne sont pas alleliques et touchent des genes differents ; 
dans ce cas ils sont tous deux inactifs vis-a-vis de vall-1, puisque tous deux recessifs 
face a leurs homologues sauvages respectifs, sua' et sud', et le phenotype est [val - ]. 

Remarque 1. On ne doit pas etre surpris de ce resultat oil l’absence de comple- 
mentation entre suppresseurs aboutit a un phenotype sauvage [val + ] alors que 
la complementation fonctionnelle aboutit a un phenotype [val - ]; a moins 
d’appliquer le test de complementation fonctionnelle comme une « recede ». 

En effet, lorsqu’on croise entre eux des mutants directs, par exemple [val - ], les 
mutations testees ont un effet direct sur le phenotype, qui sera [val - ] en cas de non 
complementation (mutants touches dans le meme gene) ou [val+] en cas de comple- 
mentation (mutants touches dans des genes differents). 

Mais ici, dans l’analyse fonctionnelle des suppresseurs, la relation genotype/pheno- 
type est completement differente; les deux revertants sont porteurs de la meme mutation 
directe vall-1 et le phenotype [val + ] n’est assure que par 1’ effet des mutations suppres- 
seurs sua a ou sud" sur celui de la mutation directe a la condition d’etre allelique. 

On a « appris » a tester la complementation fonctionnelle entre mutants recessifs 
en les croisant entre eux afin de conclure qu’ils etaient mutes dans un meme gene si 
le phenotype du diploide est mute et dans des genes differents s’il est sauvage. Et 
c’est exactement ce qu’on a fait ici : si le phenotype est [val + ], cela signifie que le 
diploide est de phenotype « mute » pour les sequences suppresseurs, c’est-a-dire 
qu’elles sont actives done alleliques, car si le phenotype du diploide est [val - ], cela 
signifie que le diploide est « sauvage », du point de vue des sequences suppresseurs, 
les deux alleles sua 1 et sud' complementant entre elles et, du fait de leur dominance, 
bloquant l’effet des deux mutations non alleliques sua a et sud". 

Remarque 2. Quand les suppresseurs sont dominants, cas le plus courant, il 
est utile de faire les croisements entre revertants pour etudier la meiose du 
diploide et statuer sur l’independance genetique des deux suppresseurs, qui 
est une indication sinon une preuve de leur non-allelisme. Dans le cas d’une 
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liaison etroite il n’est evidemment pas possible de statuer sur l’allelisme des 
deux suppresseurs. 

7.2.5 Proprietes genetiques formelles des suppresseurs 

L’ analyse d’un suppresseur peut reveler des proprietes genetiques particulieres dont 
1’ interpretation fonctionnelle et moleculaire sera detaillee plus loin dans le chapitre. 
Quand la mutation directe est une perte de fonction dans un gene (voir Chapitre 5), 
il arrive assez souvent que les suppresseurs obtenus chez les revertants se classent en 
deux categories : 

- des suppresseurs allele-specifique et gene non- specifique, c’est-a-dire capable de 
supprimer l’effet de la mutation directe et d’autres mutations du meme gene mais 
pas de toutes et, en meme temps capable de supprimer l’effet de mutations dans 
d’autres genes que celui affecte par la mutation directe, 

- des suppresseurs allele-non specifique et gene specifique, c’est-a-dire capables de 
supprimer l’effet de la mutation directe et de toute autre mutation de perte de 
fonction de ce gene, y compris done les deletions, mais incapable de supprimer 
l’effet de mutations affectant d’autres genes. 

Cependant il y a aussi des suppresseurs qui n’entrent pas dans ces deux categories 
qui sont a la fois allele-specifique et gene-specifique, notamment quand la mutation 
directe est un gain de fonction, mais aussi a part i r d’une perte de fonction. 

Exemples de mise en evidence, chez la levure, des proprietes allele 
specifique-gene non specifique ou allele non specifique-gene 
specifique 

On dispose, chez la levure, de deux revertants [val+] de deuxieme classe, 
issus du mutant vail -l, notes vail- He et vail -1H. Leurs genotypes peuvent 
s’ecrire ( vall-1 ; sue a ) et (vall-1 ; suf a ). Une premiere analyse a montre 
que les locus des deux suppresseurs sue a et suf a , sont genetiquement inde- 
pendants du locus du gene VAL1. 

On dispose d’un autre mutant auxotrophe pour la valine, lui aussi mute 
dans VAL1, mais porteur d’une autre mutation notee vall-2 (pas de comple- 
mentation fonctionnelle cntrc ces deux mutants recessifs). 

Par ailleurs la souche vall-1 est egalement auxotrophe pour l’adenine, par 
mutation dans le gene ADE2, son genotype peut s’ecrire {vall-1 ; ade2-l ) 
et son phenotype [vah; ade - ]. 

En croisant chaque revertant val 1 - 1/e et val 1 - 1/f par les deux souches {vall-2) 
et {vall-1 ; ade2-l) on obtient des resultats tres differents qui permettent de 
differencier les deux suppresseurs etudies en fonction des proprietes gene- 
tiques opposees que nous avons definies plus haut en dehors de leur capa- 
cite commune a supprimer l’effet de la mutation directe vall-1 (tableaux 7.2 
et 7.3). 
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a) Croisements avec la sonche vall-b 

Tableau 7.2 Croisement des revertants vall-1/e ou valWf avec vall-2. 


Croisements 

realises 

Revertant vall-a/e 
x souche vall-2 

Revertant vall-a/f 
x souche vall-2 

genotype 
du diploi'de 

vall-1 sue a 

vall-2 sue 1 

vall-1 suf a 

vall-2 suf 

types de tetrades 
obtenues 

type 1 : 2 spores [val + ] 
et 2 spores [val - ] 
type 2 : 1 spore [val+] 
et 3 spores [val - ] 
type 3 : 4 spores [val - ] 

type 1 : 2 spores [val + ] 
et 2 spores [val ] 

Conclusion 

fonctionnelle 

Le suppresseur supprime speci- 
fiquement I'effet de la muta- 
tion vall-1, mais pas celui de la 
mutation vall-2 (d'ou asque de 
type 3). 

Le suppresseur supprime aussi 
bien I'effet de la mutation vall-1 
que celui de la mutation vall-2, 
d'ou un seul type d'asque. 


Comme les suppresseurs sont genetiquement independants du gene VAL1 , 
la meiose donne des DP (1/6), des DR (1/6) et des T (2/3) avec quatre 
types de spores de meme frequence (1/4) : 


parental PI : 
parental P2 : 
recombine R1 : 
recombine R2 : 


(vall-1 ; su a ) de phenotype [val + ] 
{vall-2; su') de phenotype [val - ] 
{vall-1; su 1 ) de phenotype [val - ] 


{vall-2; su a ) dont le phenotype depend de la capacite 
du suppresseur de supprimer l’effet de 
la mutation vall-2 , comme celui de la 
mutation vall-1. 


Le fait d’observer dans le premier croisement (tableau 7-2, deuxieme colonne) 
des tetrades avec quatre spores [val - ] implique qu’il s’agit de DR, avec 
quatre spores recombinees et que le phenotype de la spore {vall-2; sue a ) 
est [val - ], ce qui conduit a la conclusion que le suppresseur sue“ est specifique 
de la mutation vall-1 et ne supprime pas l’effet de la mutation vall-2. 

Le fait de n’observer dans le deuxieme croisement (tableau 7-2, troisieme 
colonne) que des tetrades avec deux spores [val + ] et deux spores [val - ], 
alors que la recombinaison genetique est capable de generer les quatre 
types de spores, et les trois types de tetrades, implique que le phenotype de 
la spore {vall-2; suf a ) est [val + ], ce qui conduit a la conclusion que le suppres- 
seur suf a n’est pas specifique de la mutation vall-1 et supprime aussi l’effet 
de la mutation vall-2. Ainsi les DP, les T ou les DR auront toujours deux 
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spores avec suf a , de phenotype [val + ], quelle que soit la mutation vall-1 ou 
vail -2 presente, et deux spores avec suf\ de phenotype [val - ]. 

Bien evidemment les proprietes genetiques differentielles de ces deux suppres- 
seurs sont verifiees par des croisements avec de nombreux autres mutants 
du meme gene VAL1, ce qui conduit a la conclusion que le suppresseur 
sue" est allele specifique car il n’a d’effet que sur un sous-ensemble des 
alleles du gene porteur de la mutation directe (ici vall-1 mais pas vall-2). 

b) croisement avec la souclie ( vall-1 ; ade2-l) 

Ayant demontre, par des experiences annexes, que le gene ADE2 etait 
genetiquement independant des autres genes impliques dans les croise- 
ments, on peut attendre (tableau 7-3) que les meioses du genotype du 
diploide donnent des DP(l/6), des DR(l/6) et des T (2/3), avec quatre 
types de spores de meme frequence (1/4), soit : 

parental PI : ( ade2 + ; su a ) de phenotype [ade+] 

parental P2 : ( ade2-l ; su‘) de phenotype [ade-] 

recombine R1 : ( ade2 + ; su‘ ) de phenotype [ade + ] 

recombine R2 : ( ade2-l ; su a ) dont le phenotype depend de la capa- 

city du suppresseur su a a supprimer 
l’effet de la mutation ade2-l, alors 
qu'il a ete selectionne comme suppres- 
seur de l’effet de la mutation vall-1. 

Le fait d’ observer dans le premier croisement (tableau 7-3, deuxieme colonne) 
des te trades avec quatre spores [ade + ] implique qu’il s’agit de DR, avec 
quatre spores recombinees et que le phenotype de la spore (ade2-l ; sue a ) 
est [ade + ], ce qui conduit a la conclusion que le suppresseur sue 11 tout en 
etant specifique de la mutation vall-1 peut aussi corrigcr l’effet d’une muta- 
tion portee par un autre gene que le gene porteur de la mutation directe. 

Le fait de n’ observer dans le deuxieme croisement (tableau 7-3, troisieme 
colonne) que des tetrades avec deux spores [ade + ] et deux spores [ade - ] 
implique que le phenotype de la spore (ade2-l ; suf a ) est [ade - ], ce qui 
conduit a la conclusion que le suppresseur suf a , qui pouvait corrigcr aussi 
bien l’effet de la mutation vall-1 que celui de la mutation vall-2 (voire l’effet 
d’une deletion de VAL1 si suf“ est un suppresseur non allele specifique ) se 
revele incapable de corriger l’effet d’une mutation dans autre gene, ici 
ade2-l. 

En realisant des croisements avec des mutants porteurs de differentes 
mutations du gene ADE2 , on peut montrer que le suppresseur sue a , qui est 
allele-specifique vis-a-vis de certaines mutations du gene VALE est aussi allele- 
specifique vis-a-vis de certaines mutations du gene ADE2, ce qui conduit a 
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preciser les proprietes d’un suppresseur allele-specifique ou suppresseur 
gene-specifique. 

tableau 7.3 Croisement des revertants vall-1/e ou vall-1/f 
avec la souche (vatl-1 ade2-1) 


Croisement realise 

Revertant vail -a/e x souche 
(va/J-a; ade2-a) 

revertant vall-a/f x souche 
( vall-a ; ade2-a) 

Genotype 

vall-1 sue a ade2 + 

vall-1 suf a ade2 + 

du diploi'de 

vall-1 sue' ade2-1 

vall-1 suf' ade2-1 

Types de tetrades 
obtenues pour le 
phenotype valine 

2 spores [vah] 

2 spores [vah] 

2 spores [vah] 

2 spores [vah] 

Types de tetrades 
obtenues pour le 
phenotype adenine 

type 1 : 2 spores [ade+] 
et 2 spores [ade - ] 
type 2 : 3 spores [ade+] 
et 1 spore [ade~] 
type 3 : 4 spores [ade+] 

type 1 : 2 spores [ade+] 
et 2 spores [ade - ] 

Conclusions 

Le suppresseur sue 3 supprime 
aussi I'effet de la mutation 
ade2-1, en plus de son effet 
sur celui de la mutation vall-1. 

Le suppresseur suf a n'a aucun 
effet sur I'effet de la mutation 
ade2-1 . 


- Un suppresseur allele-specifique (ici sue a ) supprime l’effet d’un certain 
type de mutation ( vall-1 mais pas vall-2 ), quel que soit le gene qui les 
porte, aussi bien le gene porteur de la mutation directe ayant permis 
d’isoler le revertant ( VAL1 ) que tout autre gene ( ADE2 ). Son effet est 
done attache au type de mutation affectant le gene plutot qu’a la fonction 
du gene lui meme. 

- Un suppresseur gene-specifique (ici suf a ) supprime l’effet de tous les 
types de mutations (de perte de fonction) affectant le gene porteur de la 
mutation directe ayant permis d’isoler le revertant, y compris l’effet de 
deletions, mais ne supprime 1’ effet d’aucune mutation dans un autre gene. 
Son effet est done plutot attache a la fonction du gene, dont il peut suppleer 
la perte plutot qu’au type de mutation ayant conduit a cette perte. 

- En consequence un suppresseur gene-specifique n’est pas allele-specifique 
et inversement un suppresseur allele specifique n’est pas gene-specifique. 


Remarque. Ces definitions et ces proprietes n’ont de sens que pour les suppres- 
seurs extra-geniques, touchant un autre gene que celui porteur de la mutation 
directe, et le plus souvent quand il s’agit d’une perte de fonction. Les suppres- 
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seurs intra-geniques ne sont ni allele-specifique ni gene-specifique, rneme 
s’ils sont separables de la mutation directe par recombinaison genetique (rever- 
tants de deuxieme classe, avec suppresseur tres lie). 


7.3 ANALYSE FONCTIONNELLE 

ET MOLECULAIRE DES REVERTANTS 
ET DES SUPPRESSEURS 

7.3.1 Introduction 

Si le phenotype observe en aval d’une mutation est attache a une perte de fonction 
d’un gene, cette perte de fonction peut resulter de mutations tres variees, a la fois 
dans la sequence du gene affectee (promoteur, sequences 3' ou 5', intron, sequence 
codante) que dans la maniere dont elle est affectee (deletion, addition, substitution 
de pb). Parmi ces mutations, on peut citer les mutations ponctuelles de la sequence 
codante, par substitution d’une paire de base par une autre (mutation non-sens ou 
STOP et mutation faux sens) ou par decalage du cadre de lecture, et les mutations 
d’epissage (voir chapitre 5). 

Cependant, il convient de distinguer, parmi les mutations de perte de fonction, 
celles ou le message genetique est modifie (mutations ponctuelles) et celle ou il est 
perdu (deletions) car cette distinction est critique dans la capacite d’ avoir ou non un 
suppresseur et dans la nature de ce suppresseur eventuel. 

Dans le cas oil la perte de fonction du gene resulte d’une modification ponctuelle 
du message, on va voir qu’on peut obtenir des revertants vrais, ou des revertants par 
une nouvelle modification ponctuelle du message qui retablit une information fonc- 
tionnelle, ou par un suppresseur dit informationnel car il a pour effet de corrigcr 
l’erreur du message genetique dans le processus de son expression (epissage, traduc- 
tion). D’une maniere ou d’une autre, la fonction du gene est retablie chez le revertant. 

Dans le cas oil la perte de fonction du gene resulte d’une perte du message gene- 
tique lui-meme (deletion partielle ou totale de la sequence codante), la fonction du 
gene ne peut etre retablie. Il se peut alors qu’il n’y ait pas de revertant possible si 
cette fonction est incontournable (e’est d’ailleurs un critere d’ identification des mutants 
par deletion) mais il se peut qu’on puisse selectionner des revertants porteurs d’un 
suppresseur. Dans ce cas on va voir qu’on obtient un suppresseur dit fonctionnel ou 
physiologique, car il ne retablit pas la fonction perdue du gene mais corrige l’effet de 
cette fonction perdue en la contournant, par exemple en la rendant inutile, ce qui 
peut done s’appliquer a toutes les mutations de perte de fonction de ce gene, qu’elles 
soient ponctuelles ou que ce soit des deletions. 

Dans le cas de mutations de gain de fonction, le message est modifie et conduit a 
la presence d’une proteine rnutee responsable du phenotype mute, les revertants seront 
soit porteurs d’une nouvelle mutation du gene dont l’effet annule l’effet de la premiere, 
soit d’une mutation dans un gene suppresseur dont le produit, par interaction avec le 
produit mute, peut en annuler les effets phenotypiques. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

202 Concepts de base et exercices corriges 


7.3.2 Analyse et interpretation moleculaire des revertants 
de premiere classe ou de certains revertants 
de seconde classe avec un suppresseur tres lie 

Quand il est possible d’etudier la chaine peptidique produite chez des revertants de 
premiere classe ou des revertants de seconde classe avec un suppresseur tres lie, on 
peut, en la comparant avec la chaine peptidique sauvage obtenir l’un des quatre resul- 
tats suivants : 

- la chaine peptidique des revertants differe de la chaine peptidique sauvage par un 
et un seul acide amine, variable d’un revertant a l’autre mais substituant toujours 
le meme acide amine de la souche sauvage ; 

- la chaine peptidique des revertants differe de la chaine peptidique sauvage par 
plusieurs acides amines contigus, en nombre variable d’un revertant a l’autre, en 
amont ou en aval d’un meme acide amine; 

- la chaine peptidique des revertants differe de la chaine peptidique sauvage en 
etant plus longue ou plus courte, du cote N-terminal, 1’ acide amine en position 0 
n’etant pas une methionine; 

- la chaine peptidique des revertants differe de la chaine peptidique sauvage en 
etant plus longue ou plus courte, du cote C-terminal. 

Chacun de ces quatre cas admet une interpretation simple qui permet d’ailleurs de 
preciser la position et la nature de la mutation directe affectant le mutant. 

On remarquera, en consequence, que selon la position et la nature de la mutation 
directe, on n’obtient pas le meme type de revertant de premiere classe ou de deuxieme 
classe avec suppresseur tres lie. 

a) Les revertants dont la chaine peptidique differe 
de la chaine sauvage par un et un seul acide amine 

II s’agit de revertants oil une deuxieme mutation survient au site de la mutation 
directe. Ces revertants sont issus de mutants directs ponctuels, chez lesquels une 
paire de base avait ete substitute par une autre. Cette substitution peut avoir trans- 
forme un codon sens en un codon stop (mutations non sens), ce qui se traduit par une 
perte de fonction du gene, son produit etant absent par arret de la lecture. Cette subs- 
titution peut aussi avoir change le sens du codon (mutation faux-sens). Le phenotype 
mute, chez le mutant direct, peut etre du a une perte de fonction (produit inactif), ou 
a des effets plus subtils (produit plus actif ou moins actif ou doue d’une autre activite 
biologique). 

Un revertant au site mute a subi, dans le codon mute, une nouvelle substitution 
d’une paire de bases par une autre : 

- a partir d’un mutant direct de type stop (non-sens), un revertant au site mute presen- 
tera un nouveau codon signifiant, different de sauvage, ce qui conduit a la presence 
d’un acide amine different de celui de la sequence peptidique sauvage, mais compa- 
tible avec la fonction de la proteine, puisque le revertant est de phenotype sauvage. 
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Exemple : 

- chez la SSR, en un site du gene, il y a un codon TGG (tip), 

- chez le mutant direct, le codon mute est TAG (stop), 

- chez le revertant vrai, le codon TAG est redevenu TGG, 

- chez un revertant mute au site, le codon TAG peut etre mute en GAG (glu), ou 
AAG (lys), ou..., 

- a partir d’un mutant direct de type faux-sens, un revertant au site mute presentera 
un nouveau codon signifiant, different du codon sauvage, ce qui conduit a la 
presence d’un acide amine different de celui de la sequence peptidique sauvage 
mais aussi de la sequence peptidique rnutee, et, cette fois, compatible avec la fonc- 
tion de la proteine, puisque le phenotype du revertant est sauvage. 

Exemple : 

- chez la SSR, on a un codon TGG (tip), specifiant un acide amine tres hydrophobe, 

- chez le mutant direct, le codon est mute CGG (arg), specifiant un acide amine 
basique incompatible avec la structure tri-dimensionnelle de la proteine, 

- chez le revertant vrai, le codon CGG est redevenu TGG, 

- chez un revertant mute au site, le codon CGG est mute en GGG (gly) compatible 
avec la structure. 

En conclusion les revertants de premiere classe peuvent etre identifies comme des 

revertants au site mute par 1’ analyse comparative des chaines peptidiques sauvages 

et revertantes. 

Remarque 1. On peut tres eventuellement imaginer, chez le diploide issu du 
croisement revertant par sauvage, une recombinaison intra-codon reconstituant 
un gene mute, si la mutation directe touche l’une des paires de base alors que 
la mutation reverse, redonnant un codon sens ou un codon compatible, touche 
une autre paire de base du codon que la mutation directe (voir exercices et 
remarque 4, plus haut). 

Remarque 2. La selection de revertants au site (codon) de la mutation directe 
et l’analyse des peptides sauvage et revertant ont joue un role historique 
important dans la comprehension de la relation gene -peptide et le codage de 
1’ information genetique. A partir d’un grand nombre de mutants ponctuels du 
gene de la tryptophane synthetase de coli et des revertants au site mute pour 
chacun de ces mutants, on a pu etablir la « colinearite gene-proteine », a savoir 
que la position relative des mutations dans le gene (carte fine etablie par croi- 
sements, chapitre 6) correspondait a la position des acides amines modifies 
dans la chaine peptidique. Ce resultat a conforte l’idee que l’ordre d’enchai- 
nement des acides amines etait specific par l’ordre d’enchainement des 
nucleotides puis au concept de codon puisqu’il n’y avait que quatre types de 
bases pour vingt acides amines differents. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

204 Concepts de base et exercices corriges 


b) Les revertants dont la chaine peptidique differe de la chaine sauvage 
par plusieurs acides amines contigus 

II s’agit en general de revertants issus de mutants directs par decalage du cadre de 
lecture. Une deuxieme mutation est survenue chez le revertant, non loin de la 
premiere et de signe oppose (une addition si la mutation directe est une deletion, 
une deletion si la mutation directe est une addition) qui a pour effet de recaler le 
cadre. 

La sequence nucleotidique est dans le cadre normal avant la premiere mutation et 
apres la seconde, et reste decalee entre les deux sites mutes, ce qui conduit a un 
changement de la sequence peptidique entre ces deux points. 

Evidemment les deux mutations, directe de decalage, et suppresseur de recalage, 
ne peuvent etre trop eloignees l’une de 1’ autre sinon la sequence peptidique aber- 
rante serait trop longue et incompatible avec une conformation fonctionnelle de la 
proteine. 

La mutation suppresseur peut survenir en aval ou en amont de la mutation directe ; 
dans le premier cas la mutation suppresseur recale le cadre ; dans le deuxieme cas la 
mutation directe qui decalait le cadre, en absence de la mutation suppresseur, le 
recale desormais (figure 7.2). 

La comparaison des sequences peptidiques entre la chaine sauvage et la chaine 
revertante, permet de preciser la position et la nature de la mutation directe, even- 
tuellement celle de la mutation suppresseur, ainsi que la sequence nucleotidique du 
gene entre les deux sites mutes, malgre la degenerescence du code (voir exercices). 


a) Souche SSR : cadre de lecture : 

b) Mutant direct 

par deletion de L : nouveau cadre : 


ABC DEF UK LMN OPQ RST UVW XYZ 



ABC DEF UK MNO PQR STU VWX YZ. 


cadre 

de lecture cale 


cadre de lecture decale 


c) Revertant par addition aval de n : ABC DEF UK MNO PQR STU VnW XYZ 


cadre 

cadre 

cadre 

de lecture 

de lecture 

de lecture 

cale 

decale 

recale 


d) Revertant par addition amont de t : ABC DtE FIJ KMN OPQ RST UVW XYZ . 


cadre 

cadre 

de lecture 

de lecture 

cale 

decale 


cadre de lecture 
recale 


Figure 7.2 Mutation directe de decalage du cadre de lecture 
et suppresseur intragenique de recalage en aval 
ou en amont de la mutation directe. 


Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

7 • Analyse genetique des revertants et des suppresseurs 205 


c) Les revertants dont la chaine peptidique differe de la chaine sauvage 
par leur sequence N-terminale ou C-terminale 

II s’agit de revertants issus de mutants directs au site d’initiation ou au site de termi- 
naison de la lecture. La mutation du site AUG d’initiation de la lecture peut aboutir 
a l’absence de chaine peptidique si il n’y a pas d’autre site AUG en phase (dans le 
merne cadre de lecture) au voisinage du site naturel, ou a une chaine « mutante » 
(non fonctionnelle ou modifiee) si un tel site existe. 

Le revertant est alors un mutant qui presente un nouveau site AUG, en phase, dans 
le voisinage du site naturel, de telle sorte que la chaine peptidique est fonctionnelle, 
ce qui conduit a un phenotype sauvage. Si le site est en 3' du site naturel, la chaine 
revertante est plus courte que la chaine sauvage de quelques acides amines, si le site 
est en 5' du site naturel, la chaine revertante est plus longue de quelques acides 
amines, ce qui permet alors de specifier, par le code genetique de 1’ acide amine en 
position 0, la nature de la mutation directe affectant le codon AUG (voir exercices). 

Le meme type d’ analyses a ete developpe pour les mutations directes affectant le 
codon stop dans les genes a ou jd de l’hemoglobine 

d) Les cas particuliers 

Ils sont nombreux et on en citera trois. 

>- Double mutation faux-sens dans la sequence codante 

On peut donner l’exemple de la tryptophane synthethase de coli. Le revertant sauvage 
presente une activite enzymatique, absente chez le mutant. L’ analyse de la chaine 
peptidique revertante montre la substitution de deux acides amines de la sequence 
sauvage (glu et cys) par deux autres acides amines (gly et tyr), les deux sites de 
mutation faux- sens etant assez eloignes. 

Ce resultat amene a conclure que le couple d’acides amines glu-cys doit jouer un 
role dans la conformation tridimensionnelle et/ou 1’ activite de la proteine et que la 
mutation faux-sens directe de glu en gly ou de cys en tyr entraine une instability et/ou 
une perte de fonction. 

L’effet suppresseur d’une deuxieme mutation faux sens provient du fait que le 
couple gly-tyr a un effet suffisamment semblable a celui du couple glu-cys pour reta- 
blir la stabilite et/ou 1’ activite proteique. 

On a effectivement verifie que les genes porteurs de l’une ou de l’autre des deux 
mutations faux-sens etaient non fonctionnels. 

>- Mutations directes dans le promoteur 

La perte de fonction d’un gene peut resulter d’une mutation dans une sequence autre 
que sa sequence codante, par exemple dans le promoteur. Dans un tel cas les rever- 
tants de premiere classe, qui expriment de nouveau le gene, sont mutes dans le 
promoteur de telle sorte que la transcription est de nouveau possible. 

Bien evidemment la sequence peptidique chez tous ces revertants est toujours 
identique a celle de la SSR, ce qui distingue les mutants dans le promoteur des mutants 
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dans la sequence codante pour lesquels seuls les revertants vrais presentent une 
sequence peptidique sauvage. 

>- Fusion de promoteur 

Le message du gene peut etre inaccessible (ou trap accessible) si une mutation 
affecte le promoteur du gene. Dans ce cas la fonction du gene est alteree d’un point 
de vue strictement quantitatif; la fonction est perdue si le gene ne peut plus etre 
suffisamment transcrit. La restauration d’un phenotype normal dependra soit d’une 
nouvelle mutation du promoteur, rendant le message code de nouveau accessible a 
l’expression, par la transcription, soit d’un suppresseur fonctionnel, s’il peut en 
exister un. 

Dans ce cas un troisieme type de revertant peut etre selectionne, si une deletion 
fusionne la sequence codante du gene mute avec le promoteur d’un gene en amont 
(dont la sequence codante de ce gene se trouve de fait deletee). 

Dans tous les cas, les revertants presenteront une chaine peptidique sauvage puisque 
la sequence codante du gene n’etait pas modifiee chez le mutant mais simplement 
inaccessible. 

7.3.3 Les suppresseurs informationnels 

Un suppresseur informationnel retablit la fonction du gene mute en agissant dans 
son processus d’expression de maniere telle qu’il y a production d’un produit fonc- 
tionnel du gene, alors que celui ci demeure toujours mute. Ainsi, d’une maniere ou 
d’une autre le processus d’expression, transcription, epissage, traduction, va a son 
terme avec au bout une chaine peptidique fonctionnelle, en tout cas assez pour 
redonner un phenotype sauvage. 

a) Les ARN-t suppresseurs informationnels 

II est assez facile d’obtenir chez les micro-organismes, bacteries ou levure, des 
ARN-t suppresseurs informationnels, chez les revertants issus de mutants directs de 
type stop (UAG, UAA ou UGA). Ces ARN-t suppresseurs sont pourvus, par - mutation 
de leur sequence codante, d’un anti-codon complementaire du codon stop corres- 
pondant a la mutation directe. 

De ce fait 1’ ARN-t mute-suppresseur devient capable de se positionner sur ce codon 
stop, d’y apporter un acide amine, ce qui permet d’eviter l’arret de traduction qui 
survenait chez le mutant, puis de la continuer jusqu’a la fin du messager. 

Exemples : 

- le gene sauvage contient un codon TAC (tyr), UAC sur l’ARN-m, reconnu par un 
ARN-t portant 1’ anti-codon S'GUA.T. [N.B. : Hybridation anti-parallele] 

- le gene mute est porteur d’un codon TAA, a la place de TAC, donnant UAA sur 
l’ARN-m, et induisant un arret de traduction. 

- le revertant est mute dans un gene d’ ARN-t de tyrosine, dont l’anti-codon 5'GUA3' 
est mute en 5'UUA3', ce qui lui permet de s’hybrider au codon UAA et d’apporter 
une tyrosine, en restaurant une sequence peptidique sauvage. 
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- un autre revertant est mute dans un gene d’ARN-t de glutamique, dont 1’ anti -codon 
5'UUC3' (reconnaissant le codon GAA) est mute en 5'UUA3', ce qui lui permet 
de s’hybrider au codon UAA et d’apporter un glutamique, en restaurant une sequence 
peptidique complete, mais modifiee en un point par la substitution d’une tyrosine 
par un glutamique, sans doute compatible avec la structure et l’activite de la chaine 
peptidique, puisque le revertant a ete isole. 

La fonction du gene, perdue chez le mutant, est ainsi restauree, a condition que 
l’acide amine apporte par - l’ARN-t suppresseur, qui n’est pas forcement l’acide amine 
sauvage, soit compatible avec une conformation tridimensionnelle active de la proteine ; 
tous les suppresseurs potentiels sur le plan traductionnel ne sont pas forcement des 
suppresseurs efficaces sur le plan fonctionnel. 

Remarque 1. On comprend qu’un ARN-t suppresseur soit allele-specifique, il 
est incapable de corriger d’autres mutations que le codon stop dont il est 
specifique; par contre il est capable de corriger l’effet de cette mutation stop 
dans n’importe quel autre gene que le gene porteur de la mutation directe (voir 
exemple vall-1 et ade2-l, plus haut). 

Remarque 2. Le fait qu’un gene d’ARN-t mute pour donner un ARN-t 
suppresseur est sans consequence pour la traduction dans la rnesure oil les 
genes d’ARN-t sont tres redondants (plusieurs dizaines ou centaines de copies 
par genome). 

Si un ARN-t porteur de 1’ anti-codon 5 / UUC3 / (reconnaissant le codon GAA, 
glu) est mute en 5'UUA3', ce qui lui permet de s’hybrider au codon UAA et 
d’y apporter un glutamique, les codons GAA des messagers continueront 
d’etre traduits par tous les ARN-t codes par les autres copies non rnutees du 
gene de cet ARN-t. 

Remarque 3. Une partie des genes a un triplet de terminaison de type TAA, UAA 
sur le messager. La presence d’un ARN-t suppresseur capable de s’hybrider a 
un tel triplet peut conduire a un prolongemesnt anormal de la traduction de 
ces messagers et a la formation de chaines peptidiques alongees dans leur 
pertie C-terminale et eventuellement mal conformee et/ou inactive ou toxique. 

La presence d’un ARN-t suppresseur informationnel est done potentiellement 
toxique pour la cellule, a rnoins que la concentration de cet ARN-t suppres- 
seur soit assez faible pour que son effet toxique sur les codons stop UAA des 
genes non mutes soit negligeable, mais quand meme assez elevee pour que 
son effet suppresseur sur la mutation directe UAA du gene mute soit assez 
efficace. 

b) Le suppresseur informationnel du phenotype [sable] chez Drosophila 

Le mutant [sable] apparu chez Drosophila a un corps jaune clair qui le distingue du 
phenotype gris sauvage de reference. Son analyse genetique par croisement avec la 
SSR montre que le mutant est recessif et mute dans un seul gene, autosomique. 
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On a obtenu un revertant qui croise avec la souche SSR donne en F2 issue d’un 
croisement FI x FI, 1/4 de [sable] chez les males et 1/8 chez les femelles. Le retour 
du phenotype mutant prouve l’existence d’un suppresseur et les proportions obser- 
vees montrent qu’il est dominant et localise sur le chromosome X (refaire les croise- 
ments a titre d’exercice). 

L’ analyse moleculaire, chez le revertant, du produit du gene, absent chez le mutant, 
permet de conclure a la presence d’une proteine sauvage; F analyse moleculaire du 
gene mute a permis de montrer qu’il etait inactive par insertion d’une sequence de 
type transposon et que la mutation a effet suppresseur affectait un gene specifiant une 
proteine impliquee dans l’epissage, de maniere telle que le transposon est « reconnu » 
comrne un intron et excise comme tel. Ce suppresseur est bien informationnel 
puisqu’il permet de reconstituer, dans le processus d’expression du gene, une sequence 
fonctionnelle. 

7.3.4 Les suppresseurs fonctionnels 

Un suppresseur fonctionnel ou physiologique n’existe que si la physiologie cellu- 
laire peut etre modifiee de faqon telle que par son effet : 

- le produit du gene porteur de la mutation directe devient facultatif ou inutile, dans 
le cas oil la mutation directe est une perte de fonction ; 

- le produit mute du gene voit son action contrecarree par le produit mute du gene 
suppresseur, dans le cas oil la mutation directe est un gain de fonction. 

Si le produit du gene est absolument necessaire a la cellule, il n’y a pas de suppres- 
seur physiologique possible et des mutants par deletion ne presenteront jamais de 
revertants. En partant de ce principe, on peut considerer qu’un mutant ne donnant 
pas de revertant est sans doute un mutant par deletion, puisque, pour tout autre type 
de mutation, on peut potentiellement isoler des revertants. 

a) Les suppresseurs fonctionnels de mutations de perte de fonction 

Chaque cas est evidemment particular puisqu’il tient a la fonction du gene affecte 
par la mutation directe. On peut cependant decrire des mecanismes observes a plusieurs 
reprises. 

- Mutation de surexpression d’un gene redondant ou homologue peu transcrit dans 
le genotype sauvage. Un certain nombre de fonctions biologiques peuvent dependre 
de deux ou plus de deux genes dont les produits sont identiques (genes redon- 
dants, par exemple genes a ou ydc l’hemoglobine) ou fortement homologues (par 
exemple genes des isozymes) de sorte que l’effet d’ inactivation de l’un d’eux par 
la mutation directe de perte de fonction, peut etre supprime par une mutation de 
gain de fonction affectant un gene redondant ou homologue (voir les exercices sur 
isol et iso2 cytochrome-c). 

- Mutation activant une chaine metabolique secondaire pouvant alors suppleer au 
blocage de la chaine principale du fait de la mutation directe. Ce phenomene, sans 
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etre systematique est assez courant dans les reseaux metaboliques qui font un peu 
penser a celui du chemin de fer : si une grande ligne est bloquee, avec un peu 
d’ astuce, on peut faire passer les trains par les voies secondaires. 

- Court-circuit d’une cascade genique par mutation constitutive d’un gene s’expri- 
mant en aval du gene affecte par la mutation directe. La levure diploide est obliga- 
toirement heterozygote pour le signe sexuel, ce qui conduit a la formation d’un 
heterodimere par association des deux chaines codees par les sequences Mata et 
Mata. Cet heterodimere active une cascade d’expression de genes conduisant a 
l’activation du gene IME1 dont l’expression induit la meiose. On a obtenu des 
mutants de sporulation, mutes de faqon telle que 1’ allele mute Mata' n permet la 
fecondation avec une souche Mata rnais que le diploide resultant est incapable de 
sporuler car incapable d’induire une meiose. L’obtention de revertants capables 
de sporuler a montre, par analyse genetique, qu’ils etaient porteurs d’une muta- 
tion suppresseur par gain de fonction rendant constitutif le gene IME1, ce qui rend 
inutile la fonction du dimere. 

- Mutation d’un gene regulateur au sein d’un reseau de regulation rendant inutile la 
fonction du gene affecte par la mutation directe et permettant la reprise de 
l’expression des genes de structures. Le mutant de drosophile NANOS est inca- 
pable d’ assurer la differenciation des segments abdominaux terminaux. L’ analyse 
de ce mutant a montre qu’il etait mute dans un seul gene. On a obtenu un revertant 
capable d’ assurer un developpement complet et le croisement du revertant avec 
une souche sauvage a permis de retrouver en F2 des mutants, attestant de la 
survenue d’un suppresseur. L’ analyse moleculaire du mutant et du revertant a 
permis d’identifier les genes impliques et leurs fonctions respectives (figure 7.3) : 
le gene NANOS code pour le represseur du produit du gene HUNCH BACH qui, 
lui meme code pour le represseur du gene KNIRPS qui active la differenciation 
des segments abdominaux terminaux. Le mutant NANOS etant un mutant de 
perte de fonction dans ce gene, le produit du gene HUNCHBACH peut de 
maniere permanente reprimer le gene KNIRPS induisant alors l’incapacite de 
differenciation des segments abdominaux terminaux. Le revertant est un mutant 
de perte de fonction dans le gene HUNCHBACH qui a pour consequence de 
rendre sans effet la perte de fonction dans le gene NANOS puisqu’il n’y a plus 
de produit HUNCHBACH a reprimer, le gene KNIRPS pouvant alors s’ exprimer 
de maniere constitutive (non regulee) sans que cela ait des effets nefastes sur le 
developpement embryonnaire. On remarquera, au passage, que le revertant a 
permis d’identifier le gene HUNCHBACH qui n’aurait jamais pu etre identifie 
par une mutation directe de perte de fonction qui eut ete sans consequence 
phenotypique. En effet la consequence phenotypique de la perte de fonction de 
HUNCHBACH n’est phenotypiquement perceptible que dans le contexte de la 
perte de fonction du gene NANOS. 

Remarque 1. La selection de revertants avec un suppresseur physiologique est 
un bon moyen de toucher et d’identifier des genes de regulation d’un gene de 
structure. 
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NANOS 


► 


pNANOS 


► 


pUNCHBACH 


HUNCH BACH 



KNIRPS 


Figure 7.3 

b) Les suppresseurs fonctionneis de mutations de gain de fonction 

Chaque cas est evidemment particulier puisqu’il dent a la fonction du gene affecte 
par la mutation directe. On peut cependant decrire des mecanismes observes a plusieurs 
reprises. 

>- Mutation de perte de fonction dans le gene d'un represseur mute 
par une mutation directe de gain de fonction 

Exemple : l’expression d’un gene de structure, codant une enzyme E, est regulee par 
un represseur R, code par le gene de celui-ci. Le represseur R bloque la transcription 
du gene de structure (figure 7.4/a), a moins que, en presence d’un ligand li, R ne se 
fixe plus sur le promoteur du gene de structure, ce qui permet alors son expression et 
la presence de E (figure 7.4/b). 

Un mutant, depourvu de l’enzyme E, est mute, non dans le gene de structure, mais 
dans le gene de son represseur, de faqon telle que le site de fixation n’a plus d’affi- 
nite pour le ligand, le represseur mute R +++ est « indetournable » de sa cible sur le 
promoteur de enz, qui est defmitivement bloque (figure 7.4/c). 

On isole un revertant ou le gene regulateur est mute ponctuellement ou delete, le 
represseur n’existe plus et le gene enz devient constitutif, il est exprime en presence 
et meme en absence du ligand li, mais il n’est plus regule (figure 7.4/d). 

>- Expression anormale d'un partenaire du produit du gene porteur 
de la mutation directe 

De nombreux phenomenes comme la regulation du cycle cellulaire, les processus de 
developpement, l’homeostase, l’apoptose, la carcinogenese, le vieillissement resultent 
de l’expression et de faction concertee de partenaires proteiques capables d’interagir. 
La recherche de revertants peut etre mise a profit pour mettre en evidence ce type d’inter- 
action et identifier les partenaires. Le gene BAX est un facteur pro-apoptotique 
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Figure 7.4 

retrouve aussi bien chez 1’homme que chez Drosophila ou Caenorhabditis elegans. 
Pour rechercher des partenaires au produit du gene BAX , l’homme n’est certaine- 
ment pas un organisme modele, ni Caenorhabditis elegans si on considere que de 
nouveaux partenaires sont apparus dans 1’evolution. C’est pourquoi des chercheurs 
ont imagine d’utiliser cette bonne vieille drosophile comme outil d’investigation. Ils 
ont construit une souche transgenique : 

- porteuse d’une insertion /pvg::GAL4/ {pvg est le promoteur du gene implique 
dans le phenotype vestigial, de sorte que le produit pG AL4 du gene GAIA ne 
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s’exprime que dans les tissus de l’aile; P GAL4 est l’activateur de plusieurs des genes 
de levures impliques dans la metabolisation du galactose) ; 

- porteuse egalement d’une insertion /UAS::BAX/ ( UAS etant la sequence cible de la 
proteine p GAL4 au niveau des genes de levure regulee par GAIA, de sorte que BAX 
est exclusivement exprime dans le tissu alaire). Cette souche ainsi construite 
presente un phenotype d’ailes avortees du fait de l’expression du facteur BAX pro- 
apoptotique. 

L’avantage de cette construction est de permettre de confmer 1’ expression du gene 
dans un tissu sans toucher a la viabilite de 1’organisme qui reste disponible pour 
transmettre les mutations et faire les croisements que necessite 1’ analyse genetique. 

Pour rechercher des partcnaires de BAX , le mutant construit va etre sournis a une 
mutagenese par insertion aleatoire d’elements transposablcs P de drosophile porteurs 
d’une sequence UAS. L’ element P va, un peu comme un retrovirus, activer, par sa 
sequence UAS (soumise a l’action de p GAL4 ) un ou des genes dans le voisinage de 
son site d’insertion. Le but est alors de rechercher des revertants qui, etant pourvus 
d’ailes plus ou rnoins normales seraient indicateurs de l’expression d’un partenaire 
de BAX reprimant sa fonction pro-apoptotique. 


7.4 CONCLUSIONS 

L’ analyse des revertants issus d’un ensemble mutants de rneme phenotype ouvre de 
nombreuses portes. 

- C’est d’abord un moyen d’etude de la mutation directe quand l’analyse de la chaine 
peptidique revertante est possible. 

- C’est aussi un moyen de reperer les mutants par deletion quand aucun revertant, 
notamment physiologique, ne peut etre selectionne. 

- C’est un moyen de toucher de nouveaux genes impliques dans le phenomene 
etudie et qui n’avaient pas ete ou ne pouvaient etre selectionnes par le crible de 
mutants directs, notamment certains genes de regulation dont les mutations ne 
peuvent etre phenotypiquement perques dans un contexte sauvage, et d’ouvrir la 
voie a une etude du fonctionnement integre des genes. 

- C’est enfin le moyen de definir un crible de mutants, soit pour rechercher des 
partenaires au produit d’un gene donne, soit pour obtenir des mutants de perte de 
fonction dans des genes essentiels de l’activite cellulaire dont les mutations sont 
letales et pour lesquels il ne sernble pas possible d’obtenir des mutants de type 
conditionnels (voir exercice 8.5). 

La selection et l’analyse des revertants s’averent done etre un outil puissant de 
l’analyse genetique dans tous ses aspects, le criblage des mutants et 1’ identification 
des genes, leur analyse fonctionnelle et leur cartographic. 
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EXERCICES 


Exercice 7.1 

On ne tient compte dans ce probleme, ni du signe sexuel des souches ni des 
marqueurs de selection des diploides. 

On dispose, chez Saccharomyces cerevisiae, de deux mutants ml et m2, 
auxotrophes pour la valine, phenotype note [val - ]. Des analyses ante- 
rieures ont montre que les deux phenotypes [val - ] sont recessifs, que 
chaque mutant ml ou m2 n’est mute que dans un seul gene et que les deux 
genes mutes chez ml et m2 sont physiquement independants. 

1. On depose environ 10 3 * * * * 8 cellules du mutant ml sur une boite de milieu 
minimum, apres culture en milieu liquide, centrifugation et recuperation 
des cellules; on observe quelques clones, dont l’un est nomme cl. On 
renouvelle le meme protocole a partir d’une deuxieme culture, et on isole 
un deuxieme clone, nomme c2. Interpreter ce resultat. 

2. On croise chacun des clones cl et c2 avec la SSR, les diploides sont mis 
a sporuler et on analyse cent tetrades. Interpretez l’ensemble de ces resul- 
tats (tabl. 7.4) en justifiant vos reponses. 

Tableau 7.4 Croisement des clones avec la SSR. 


Analyse des tetrades 
issues du diploide cl x SSR 


Analyse des tetrades 
issues du diploide c2 x SSR 

Type de tetrades 

Nombres 

observes 


Type de tetrades 

Nombres 

observes 

4 spores [vah] 

75 


4 spores [val+] 

68 

3 spores [vah] 
et 1 spore [vah] 

20 


3 spores [val+] 
et 1 spore [vah] 

24 

2 spores [vah] 
et 2 spores [vah] 

5 


2 spores [vah] 
et 2 spores [vah] 

8 


3. On recupere les spores de phenotypes [val + ] dans les asques contenant 

2 spores [val + ] et 2 spores [val - ] a Tissue des croisements precedents 
(tabl. 7.4). Ces spores sont nommees vl ou v2 selon qu’elles proviennent 
de tetrades issues des croisements cl x SSR ou c2 x SSR. 

a. Quel est le genotype des spores vl ou v2 ? Justifiez (eventuellement 
apres la question b) le fait d’ avoir selectionne ces spores [val + ] dans ces 

asques et non dans d’autres. 

b. Les spores vl sont croisees avec le mutant m2, et les spores v2 sont croi- 

sees avec le mutant ml. Les diploides sont mis a sporuler et on realise 
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1’ analyse des tetrades issues de la meiose. Vous interpreterez ces resultats 
(tabl. 7.5) sur le plan cartographique et sur le plan fonctionnel (il est utile 
de se souvenir de la cartographic etablie), en essay ant de degager toutes les 
conclusions possibles sur la nature des mutations en causes, et les meca- 
nismes moleculaires sous-jacents aux phenotypes observes dans les 
tetrades obtenues. 


Tableau 7.5 Croisement des spores avec les mutants. 


Analyse de tetrades 
du diploide vl x m2 


Analyse de tetrades 
du diploide v2 x ml 

Type de tetrades 

Nombres 

observes 


Type de tetrades 

Nombres 

observes 

4 spores [val + ] 

38 




3 spores [val + ] 
et 1 spore [vah] 

22 




2 spores [val + ] 
et 2 spores [vah] 

40 


2 spores [vah] 
et 2 spores [vah] 

100 


>• Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Analyse de revertants, mise en evidence et cartographic des suppresseurs. 

- Analyse fonctionnelle des mutations directes et des suppresseurs. 


Solution 

1. cl est un revertant [val + ], soit un revertant vrai, ce qui est rare, soit plutot un revertant avec 
une deuxieme mutation a effet suppresseur (intragenique ou extragenique et, dans ce cas, 
informationnelle ou physiologique). Meme reponse pour c2. 

cl et c2 sont des revertants independants et leur site de mutation, comme le mode d’action du 
suppresseur (s’il y en a un) peuvent etre differents. 

Remarque, ml et m2 sont porteurs de mutations ay ant la meme consequence fonc- 
tionnelle, l’auxotrophie pour la valine, mais les mutations affectant chacun des deux 
genes peuvent etre de nature tout a fait differente (NS ; FS ; decalage ; deletion, etc.) de 
sorte que l’eventuel suppresseur de cl qui est actif sur ml peut etre, ou ne pas etre, 
actif sur m2. De la meme facon, l’eventuel suppresseur de c2 qui est actif sur m2 peut 
etre, ou ne pas etre, actif sur ml ; telles sont les questions qu’on doit avoir a l’esprit si 
on anticipe le deroulement de 1’ analyse. 

2 . Le croisement d’un revertant par la SSR est destine a verifier l’existence postulee d’un 
suppresseur. En effet, si un suppresseur existe et qu’il est suffisamment distant de la mutation 
d’auxotrophie originelle, la meiose du diploide revertant x SSR doit laisser reapparaitre des 
genotypes et done des phenotypes mutants. 
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Le genotype du diploide peut s’ecrire, pour les genes qui nous interessent : 

ml su / 


m1 + suj 

et on voit bien que la recombinaison, par assortiment aleatoire des chromosomes, si m et sul 
sont physiquement independants, ou par crossing-over, si m et sul sont physiquement lies, 
doit donner (sauf s’ils sont tres lies) des spores (ml, sul 1 ) de phenotype [vah]. 

On attend, pour les DP, quatre spores [val + ] ; pour les T, trois spores [val + ] et une spore [val j ; 
pour les DR, deux spores [val + ] et deux spores [val ]. En effet, si les genotypes (w/ + ; sul 1 ) 
avaient un autre phenotype que [val + ], le resultat observe serait tout autre (voir page 176). 

L’ analyse de tetrades montre done, avec l’apparition de spores [val ] a Tissue des deux croi- 
sements, que cl et c2 sont des revertants porteurs d’une mutation a effet suppresseur, que le 
suppresseur sul est genetiquement lie au gene mute chez ml, et que le suppresseur su2 est 
genetiquement lie au gene mute chez m2, puisque, dans chaque croisement, f(DP) > f(DR). 
Comme ml et m2 sont physiquement independants, on peut en deduire que les sites sul 
et ml (souche cl) sont physiquement independants des sites su2 et m2 (souche c2). On peut, 
par ailleurs, calculer les distances respectives des sites ml et sul, d’une part (25 ur) et des 
sites m2 et su2, d’autre part (36 ur) en appliquant la formule d = 100[3f(DR) +/(T)/2], 

3. a En allant chercher des spores [val + ] chez des DR, on peut definir sans ambiguite leur 
genotype. En effet, elles sont obligatoirement porteuses du suppresseur actif et du gene non 
mute, ce qui est recherche pour la suite de T analyse genetique. 

On a done : 

- spore vl genotype (w7 + ; sul' 1 ). qui est par ailleurs (m2 + ); 

- spore v2 genotype (m2 + ; su2“), qui est par ailleurs (ml + ). 

Les tetratypes n’etaient pas utiles ici car les spores [val + ] qu’ils renferment ont deux geno- 
types possibles, (m + , su n ) et ( m + , su‘), ce qui ne permet pas de faire les croisements suivants 
avant d’avoir identifie laquelle des deux spores a le genotype recherche (ur, su a ). Cette 
operation aurait ete necessaire si on avait recupere les spores en vrac. Ici Tanalyse de tetrades 
nous en dispense. 

3. b Les croisements realises donnent les diploi'des suivants : 

- diploi'des vl x m2 


- diploi'des v2 x ml 


© 


mi + suf m2 + 


m1 + suj m2 


m1 + m2 + su/ 


ml m2* suj 
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Le but du jeu est a l’evidence dans le premier croisement, de reunir, par recombinaison a 
Tissue de la meiose, la mutation m2 avec le suppresseur sul“ de ml, afin de savoir s’il est 
aussi actif sur m2. 

Si c’est le cas, les spores de genotype (m2; sul a ) seront de phenotype [val + ], dans le cas 
contraire, elles seront [val ] ; et on sait que les spores de genotype (m2 ; sit I") seront realisees, 
notamment dans les nombreux DR qui doivent se former, puisque m2 et sit / sont physique- 
ment independants. 

Comme on observe 38 tetrades avec quatre spores [val + ], on peut en conclure que les deux 
spores contenant m2 (segregation 2/2) sont [val + ] parce qu’elles contiennent sul“ qui est 
done actif sur m2. On n’observe jamais, a Tissue des meioses du diploide v2 x ml, de 
tetrades avec quatre spores [val + ]. Or on sait, du fait de Tindependance physique entre les 
sites ml et su2 a que les DR sont frequents et que de nombreuses spores (ml ; su2 a ) sont 
formees, ce qui permet de conclure que sit 2 a n’est pas actif sur ml. 

Comme sul a est actif sur ml et m2, alors que su2 a n’est actif que sur m2, on peut imaginer : 

- que sul a serait un suppresseur informationnel, allele-specifique et non gene-specifique ; 
dans ce cas, les mutations ml et m2 seraient deux mutations non-sens pour lesquelles le 
suppresseur sul a apporterait un acide amine compatible, alors que le su2 a apporterait un 
acide amine compatible pour m2 mais pas compatible pour ml ; 

- que sul a serait un suppresseur physiologique pouvant agir sur ml et m2; dans ce cas, peu 
importe la nature des mutations ml et m2, le suppresseur su2“ etant eventuellement speci- 
fique de la mutation m2. 

Compte tenu du caractere general des observations, il est inutile d’aller plus loin dans les 
hypotheses explicatives. 


Exercice 7.2 

Chez Saccharomyces cerevisiae T iso 1 -cytochrome c est code par un gene 
nucleaire et occupe le cinquieme rang dans la chatne respiratoire, indiffe- 
remment avec l’isozyme iso2-cytochrome c. La chatne peptidique de 
l’iso2 presente un grande homologie avec celle de T iso 1 -cytochrome c; 
elle est egalement codee par un gene nucleaire. 

Dans les conditions normales (souche SSR) T iso 1 -cytochrome c est 
present dans 95 % des chatnes respiratoires tandis que Tiso2-cytochrome c 
n’est present que dans les 5 % restants. 

Plusieurs mutants d’un meme gene, nomrne cycl, ont ete isoles par des 
cribles selectifs differents. Ces mutants presentent tous une capacite d’ absorp- 
tion reduite, voire nulle, a la longueur d’onde de T iso 1 -cytochrome c, et 
sont [let - ], incapables de pousser sur lactate, source de carbone non fermen- 
tescible, exigeant un metabolisme aerobie. 

Cependant ils sont capables de pousser sur glycerol, un autre substrat 
exigeant un metabolisme aerobie car, avec 5 % de chatnes ayant incorpore 
de l’ios2, ils peuvent reoxyder suffisamment de donneurs d’electrons pour 
se developper. 
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1. A parti i' du mutant haploide cycl-76 (76 e mutant du groupe cycl ) on 
prepare un extrait proteique qui est passe sur une colonne de resine echan- 
geuse d’ions (amberlite CG50). On n’observe aucune absoiption speci- 
fique de 1’ iso 1 -cytochrome c (defini par l’etude des cytochromes chez la 
SSR), mais on observe l’absorption specifique correspondant a l’iso2- 
cytochrome c, en quantite egale a celle trouvcc chez sauvage. Ce resultat 
permet-il d’affirmer que le gene cyc-1 est le gene de structure de l’isol- 
cytochrome c ? 

2 . A partir du mutant cycl-76. on obtient une serie de 21 revertants. 

a. Dans 9 cas, le revertant croise avec SSR, donne un diploide dont la 
meiose fournit 3/4 de spores [lct + ] et 1/4 de spores [let - ]. Dans 12 cas, le 
diploide issu du croisement entre le revertant et la SSR donne des spores 
exclusivement [lct + ], Que deduisez-vous de ces resultats ? 

b. Chez les 21 revertants l’absorption specifique de l’isol est restauree 
dans son volume d’ elution specifique apres passage sur la colonne 
d’ amberlite. Ce resultat permet-il d’affirmer que le gene cycl est le gene 
de structure de l’isol -cytochrome c ? 

3. A partir de l’extrait proteique des 12 revertants precedents, nommes 
cycl-76a a cycl-761, on purifie 1’ iso 1 -cytochrome c qu’on soumet a une 
digestion totale afin d’etudier sa composition en acides amines (tabl. 7.6). 
Ce resultat permet-il d’affirmer que le gene cycl est le gene de structure de 
1’ iso 1 -cytochrome c ? Justifiez votre reponse et discutez de la nature de la 
mutation directe, en fonction de la diversite des proprietes biochimiques 
des differents acides amines identifies chez les revertants. 

4. On realise une digestion trypsique de l’isol -cytochrome c purifiee chez 
les 12 revertants a a 1, suivie d’une empreinte peptidique par electro- 
phorese-chromatographie bidimensionnelle. 

a. Les cartes peptidiques de la SSR et des revertants b et g se supeiposent. 
Concluez. 

b. Les cartes peptidiques des autres revertants ne se superposent pas a 
celles de la SSR pour un sous-peptide particular dont on identifie la 
sequence primaire chez SSR et le revertant g : 

SSR: AsnVal LeuTrp AsnGlu AsnAsnMetSer Glu Tyr LeuThr Asn Pro Lys Lys 
61 66 71 78 

revertant g: AsnVal LeuTrp AsnGlu AsnAsnMetSer Gin Tyr Leu Thr Asn Pro Lys Lys 


Analysez ce resultat, en precisant la localisation du site mute, le codon 
sauvage, le codon mute et la mutation affectant le revertant. 
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Tableau 7.6 Composition totale en acides amines de l'isoI cytochrome c 

EXTRAIT DE LA SOUCHE SAUVAGE OU DES 12 REVERTANTS DE PREMIERE CLASSE. 


Acide amine 

SSR 

a 

b 

c 

d 

e 

f 

g 

h 

■ 

i 

k 

1 

Lys 

16 

16 

16 

16 

16 

16 

16 

16 

16 

17 

16 

16 

16 

His 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Arg 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

Asp + Asn 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

11 

Thr 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

Ser 

4 

4 

5 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Glu + Gin 

9 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

9 

8 

8 

8 

8 

8 

Pro 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Gly 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

12 

Ala 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

7 

Cys 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

Val 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

Met 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

lie 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Leu 

8 

8 

8 

8 

9 

9 

8 

8 

9 

8 

9 

8 

8 

Tyr 

5 

5 

5 

6 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

Phe 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

Trp 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1 

1 

2 

2 


>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Analyse de revertants, mise en evidence des suppresseurs. 

- Analyse biochimique du produit chez les revertants, identification d’un gene de 
structure, identification d’un codon sauvage par analyse des substituants dans le 
produit chez les revertants. 

NB : probleme adapte d’un TD concu par C. Isnard/J. Deutsch/D. Cohen (univer- 
sity Paris VI) a partir des travaux de J. Verdiere (CNRS/Gif s/Yvette). 


Solution 

1. L’ absence d’absorption a la longueur d’onde specifique de l’isol dans tous les volumes 
d’elution prouve l’absence de cette proteine; il ne reste que l’iso2, chez le mutant cycl-76. 

Mais on ne peut pas en deduire que ce mutant est mute dans le gene de structure de l’isol, car 
l’absence d’isol peut etre autant due a une mutation dans son gene de structure que dans un 
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autre gene en interaction avec lui, notamment un gene regulateur codant pour un represseur 
ou un activateur du gene de structure. 

2. a On a 9 revertants de seconde classe et 12 de premiere. Chez les 9 revertants de seconde 
classe, le retour de spores [let'] atteste que la mutation directe n’a pas disparu mais que son 
effet est supprime par l’effet d’un suppresseur apparu par mutation chez le revertant. 

Dans les 9 cas, ce suppresseur est genetiquement independant puisqu’on obtient 25 % de 
spores recombinees [let'] de genotype ( nr , su ') ; cette conclusion suppose cependant que les 
spores ( m + , su a ) sont a priori [lct + ], ce qui serait logique mais n’est pas demontre. Mais e’est 
probable car si leur phenotype etait [let'], il faudrait alors que la distance entre m et su soit 
precisement egale a 12,5 ur pour que la frequence des spores recombinees soit egale a 25 % ! 
Dans les 12 autres cas, le fait de n’ avoir pas mis en evidence de suppresseur indique qu’on 
peut avoir des revertants vrais, des revertants par mutation au site de la mutation directe ou 
des revertants porteurs d’un suppresseur tres lie a la mutation directe, sans doute intrage- 
nique, mais pas obligatoirement. 

2. b Dans tous les cas, la restauration de l’absorption prouve simplement que la proteine est 
presente car 1’ effet de la mutation touchant eye 1-7 6 est supprime. Mais, pas plus que son 
absence chez le mutant (question precedente), cette restauration ne prouve pas que le 
gene cycl, siege de la mutation directe de eye 1-76, est le gene de structure de l’isol plutot 
qu’un autre gene... 

3. Cette fois oui, on peut affirmer que le gene cycl est le gene de structure de l’isol. L’ infor- 
mation apportee par F etude biochimique ne concerne pas F absence ou la presence de l’isol, 
mais sa sequence en acides amines, done la sequence de son gene de structure. Si cycl-76 
avait ete mute dans un gene regulateur, la sequence du gene de structure serait restee sauvage 
et la sequence peptidique de l’isol serait restee sauvage chez tous les revertants. 

On doit conclure que le mutant etait porteur d’une mutation directe dans cycl, le gene de 
structure de l’isol, et qu’une nouvelle mutation dans ce gene lui permet, chez les 12 rever- 
tants, d’etre exprime en un produit fonctionnel mais legerement different du produit sauvage. 
Chez tous les revertants, sauf un (cycl -76/ g), un glutamique (ou glutamine) a disparu au 
profit d’un autre acide amine : il y a eu substitution par une lysine chez un; par une serine 
chez un autre ; par une leucine chez quatre ; par une tyrosime chez un, et par un tryptophane 
chez quatre. 

Il est done vraisemblable que la mutation directe affectait un codon qui a ete remplace par un 
nouveau codon chez chacun des 12 revertants (reversion par mutation au site de la mutation 
directe). 

Remarque. La mutation directe ne pouvait etre un decalage de lecture car on 
n’imagine pas 12 revertants independants recalant la lecture au codon mute; en 
general, le recalage est legerement en amont ou en aval, ce qui conduit a une diffe- 
rence peptidique de plusieurs acides amines contigus dont la longueur est variable 
d’un revertant a l’autre. 


La mutation directe etait done une mutation non-sens ou une mutation faux-sens affectant un 
codon du gene cycl. 


Il est peu vraisemblable que ce fut une mutation faux-sens. Dans une telle hypothese, il 
faudrait considerer que l’acide amine substituant conduisait, chez cycl-76, a une isol 
instable ou inactive, or F etude des 12 revertants montre, qu’au site de la mutation directe, il 
est possible de mettre n’importe quel substituant presentant des proprietes chimiques tres 
differentes (sur le radical), hydrophobe (trp) ou ionisable (lys ou glu) ou polaire (ser). 
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II est tres vraisemblable que la mutation directe etait un codon stop, remplace, chez chaque 
revertant, par un codon different, specifiant un des cinq acides amines substituants observes. 

Le revertant eye 1 -761 g peut etre un revertant vrai ou non si le codon sauvage code 
pour glu et que le revertant possede glu ou gin (l’hydrolyse acide desamide la gluta- 
mine en glutamique). 

4. a Les cartes peptidiques de la SSR et du revertant g se superposent, ce resultat serait 
logique si le revertant g etait un revertant vrai, mais rev-g n’est pas obligatoirement un rever- 
tant vrai. En effet, comme la carte peptidique du revertant b (qui possede un acide amine 
substituant ser) se superpose egalement, le revertant g peut correspondre a une substitution 
glu/gln ou gln/glu. 

4. b La comparaison des cartes montre que la mutation directe affecte un codon glu et que le 
revertant g, qui presente une gin, n’est pas un revertant vrai. Le codon sauvage est un codon 
glu, GAA ou GAG. 

Si la mutation directe est (voir question precedente) une mutation stop, par substitution d’une 
paire de base, il s’agit du codon TAA si le codon sauvage est GAA, et du codon TAG si le 
codon sauvage est GAG. 


Code genetique standard. 


Base n° 1 

Base n° 2 

U 

C 

A 

G 


uuu 

phe 

ucu 

ser 

UAU 

tyr 

UGU 

cys 

u 

uuc 

phe 

ucc 

ser 

UAC 

tyr 

UGC 

cys 


UUA 

leu 

UCA 

ser 

UAA 

STOP 

UGA 

STOP 


UUG 

leu 

UCG 

ser 

UAG 

STOP 

UGG 

trp 


CUU 

leu 

ecu 

pro 

CAU 

his 

CGU 

arg 

r 

cue 

leu 

CCC 

pro 

CAC 

his 

CGC 

arg 

L 

CUA 

leu 

CCA 

pro 

CAA 

gin 

CGA 

arg 


CUG 

leu 

CCG 

pro 

CAG 

gin 

CGG 

arg 


AUU 

ile 

ACU 

thr 

AAU 

asn 

AGU 

ser 

A 

AUC 

ile 

ACC 

thr 

AAC 

asn 

AGC 

ser 

A 

AUA 

ile 

ACA 

thr 

AAA 

lys 

AGA 

arg 


AUG 

met 

ACG 

thr 

AAG 

lys 

AGG 

arg 


GUU 

val 

GCU 

ala 

UAU 

asp 

GGU 

gly 


GUC 

val 

GCC 

ala 

GAC 

asp 

GGC 

gly 

o 

GUA 

val 

GCA 

ala 

GAA 

glu 

GGA 

gly 


GUG 

val 

GCG 

ala 

GAG 

glu 

GGG 

gly 


Pour savoir si le codon sauvage est GAA ou GAG, il faut s’aider du code genetique et voir, a 
partir des codons stop associes TAA et TAG, quels sont les revertants qui sont assez faciles 
ou assez difficiles a obtenir. 

- Il est aussi facile d’ avoir des revertants leucine a partir du codon stop TAA (les revertants 
auront TTA) qu’a partir du codon stop TAG (les revertants auront le codon TTG). 
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- II est aussi facile d’avoir des revertants serine a partir du codon stop TAA (les revertants 
auront TCA) qu’a partir du codon stop TAG (les revertants auront le codon TCG). 

- II est aussi facile d’avoir des revertants glutamine a partir du codon stop TAA (les rever- 
tants auront CAA) qu’a partir du codon stop TAG (les revertants auront le codon CAG). 

- En revanche, il est aussi beaucoup plus difficile d’avoir des revertants tryptophane a partir 
du codon stop TAA (codon unique TGG), car il faut deux substitutions de paires de bases, 
qu’a partir du codon stop TAG ou une seule substitution suffit. Or, quatre des douze rever- 
tants presentent un codon revertant trp, ce qui prouve que celui-ci est facile a obtenir. 

On peut done conclure que le codon sauvage est GAG et que la mutation stop directe est 
TAG. 

Exercice 7.3 

La sequence de T iso 1 -cytochrome c, dont la fonction est definie dans 
Tenoned de T exercice 7.4, a ete obtenue par les protocoles classiques de la 
biochimie des proteines. Elle est la suivante : 

- position 0 123 4567 8 9 10 11 12 

- residu met thr glu phe lys ala gly ser ala lys lys gly ala 

A partir du mutant cycl-183 (different de cycl-76 ), depourvu d’isol-cyto- 
chrome c, on a obtenu independamment 56 revertants a partir desquels 
T iso 1 -cytochrome c present est extrait, purifie et analyse. 

1 . On trouve 22 types differents de chaines revertantes, different de la 
chaine sauvage par un ou plusieurs acides amines contigus. Peut -on conclure 
que le gene touche chez le mutant est le gene de structure de 1’ iso 1 -cyto- 
chrome c ? 

2. Peut-on definir la nature de la mutation touchant le gene cycl chez le 
mutant cycl-183 ? 

3. La sequence peptidique du revertant cycl-183 T a ete etablie et differe de 
la sequence sauvage pour les 9 premiers acides amines. Elle est la suivante : 

- position 0 1 23456789 10 11 12 

- residu met met asn ser arg pro val leu leu arg lys gly ala 

Vous etablirez, pour les deux sequences peptidiques, SSR et revertante, les 
sequences nucleotidiques possibles, et preciserez la position, la nature et 
l’effet de la mutation directe chez cycl-183 , puis, si possible, la position, 
la nature et l’effet du suppresseur intragenique. 

>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Mise en evidence de la nature d’une mutation directe par l’analyse biochimique 
des revertants. 

- Deduction d’une sequence nucleotidique par comparaison des sequences pepti- 
diques sauvage et revertantes. 

NB : probleme adapte du cours de C. Isnard, a partir des travaux de J. Verdiere 
(CNRS/Gif s/Yvette). 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

222 Concepts de base et exercices corriges 


Solution 

1. Le gene cycl est bien le gene de structure de 1’ iso 1 -cytochrome c, car si le mutant cycl-183 
n’etait pas touche dans le gene de structure mais dans un gene conditionnant l’expression du 
gene de structure, la sequence de celui-ci serait restee sauvage et la chaine peptidique du 
revertant egalement. 

On a 22 revertants differents parce que certains des 56 revertants sont identiques, bien 
qu’ independants. 

2. Le mutant cycl-183 est un mutant de decalage du cadre de lecture, par deletion ou par 
insertion d’une paire de base, le revertant contient une deuxieme mutation de decalage dont 
l’effet est suppresseur (elle recale le cadre) parce qu’elle est de nature opposee, insertion si la 
premiere est une deletion, ou reciproquement. 

Entre les deux mutations le cadre reste decale, ce qui entraine une variation de sequence 
peptidique entre les chaines sauvage et revertante. D’un revertant a l’autre la distance entre 
les deux mutations n’est pas la meme, et selon le nombre de codons inclus dans cette 
sequence decalee, les chaines peptidiques sauvages et revertantes varient d’un nombre 
d’acides amines different. 

3. La figure 7.4 presente les sequences nucleotidiques possibles des chaines SSR et eye / - 
183T. On voit bien que l’evenement permettant d’obtenir un codon AUG (met) en position 1 
chez le revertant est une deletion de la cytosine du codon 1 sauvage qui va conduire a un 
decalage du cadre de lecture et a la presence d’une autre sequence peptidique. 

La comparaison entre les sequences nucleotiques possibles pour les neuf premiers acides 
amines des chaines SSR et cycl-183T permet d’ailleurs d’identifier les codons sauvages qui, 
par decalage, vont pouvoir specifier la sequence chez le revertant (voir plus loin). 

• Chez le mutant cycl-183 ce decalage se perpetue et conduit a une chaine aberrante et 
avortee (un codon stop est toujours tres vite genere par un decalage), entrainant la perte de 
fonction du gene. 

• Chez le revertant cycl-183T, une addition quelque part autour du codon 10 va recaler le 
cadre, mais laisser une sequence decalee entre les codons 1 et 9, entrainant la difference de 
sequence peptidique pour les 9 acides amines de Fextremite N-terminale de l’isol cyto- 
chrome c. 

Connaissant les sequences peptidiques sauvages et revertantes, et le code genetique, il est 
possible de deftnir les differents codons possibles aux positions 1 a 12, puis d’identifier la 
sequence nucleotidique des 9 premiers codons, en identifiant lequel des codons signifiants 
sauvages est capable de donner, par decalage d’une paire de base vers la gauche, l’un des 
codons signifiants de la sequence peptidique revertante. 

Ainsi, le G du codon 2 sauvage, devenant la troisieme base du codon 1 chez le revertant, le 
codon 2 du revertant est obligatoirement constitue du doublet AA, puisqu’il specifte une asn, 
ce qui permet de conclure que le codon 2 sauvage est GAA et non GAG. 

De meme le codon 3 sauvage est UUC et non UUU, puisque, par decalage, le codon 3 de la 
sequence revertante commence par le doublet UC, car il specifte une serine, et ainsi de 
suite . . . 


La sequence des bases ainsi deduite est donnee par les lettres en gras ; on a souligne la cyto- 
sine perdue dans le codon 1 du mutant cycl-183. 
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• Sequences peptidique et nucleotidique possibles chez le sauvage 


Position 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Residu 

met 

thr 

glu 

phe 

lys 

ala 

giy 

ser 

ala 

lys 

lys 

giy 

ala 

Codon 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

ii 

12 


AUG 

ACU 

GAA 

uuc 

AAG 

GCU 

GGU 

ucu 

GCU 

AAG 

AAG 

GGU 

GCU 



C 

G 

u 

A 

C 

C 

c 

C 

A 

A 

c 

C 



A 




A 

A 

A 

A 



A 

A 



G 




G 

G 

G 

G 



G 

G 


AGU 

C 


• Sequences peptidique et nucleotidique possibles chez le revertant cyc1-183T 


Position 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Residu 

met 

met 

asn 

ser 

arg 

pro 

val 

leu 

leu 

arg 

lys 

giy 

ala 

Codon 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 


AUG 

AUG 

AAU 

UCU 

CGU 

ecu 

GUU 

cuu 

CUU 

CGU 

AAG 

GGU 

GCU 




C 

c 

C 

c 

C 

c 

c 

C 

A 

c 

C 





A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 


A 

A 





G 

G 

G 

G 

G 

G 

G 


G 

G 





AGU 

AGA 



UUA 

UUA 

AGA 








C 

G 



G 

G 

G 





Figure 7.4 Sequences nucleotidiques des chaines SSR et cyc1-183T. 


La mutation suppresseur est une addition d’une base recalant le cadre de lecture. Compte 

tenu des sequences nucleotidiques et peptidiques sauvage et revertantes, plusieurs solutions 

sont possibles : 

- une addition d’une adenine A en premiere ou en deuxieme position du codon 10 mute qui 
serait AGG, donnant alors AAG, et recalant la troisieme base G dans le codon 1 1 ; 

- une addition d’une guanine G en troisieme position du codon 10 mute qui serait AAG, 
donnant alors AAG, et recalant la troisieme base G dans le codon 1 1 ; 

- une addition dans le codon 11 mute, ce qui implique alors que le codon 10 mute reste 
AAG (lys), et que le codon sauvage etait AAA. Dans ce cas, on peut imaginer 1’ addition 
d’une guanine G en position 1 ou 2 du codon mute 1 1, ce qui retablit un codon glycine, ou 
une addition d’une guanine G en position 3 du codon 11, ce qui implique alors que le 
codon 1 1 mute etait un codon GGG, afin que la base G recalee reconstitue un codon alanine ; 

- une addition dans le codon 12 mute, ce qui implique alors que le codon 10 mute reste 
AAG (lys), que le codon sauvage 1 1 etait GGG pour que le codon mute demeure un codon 
GGN (gly). Dans ce cas, on peut imaginer 1’ addition d’une guanine G en position 1 du 
codon 12, qui retablit un codon alanine. 

Exercice 7.4 

Le mutant cycl-13 est depourvu d’isol-cytochrome c, comme les mutants 
cycl-76 et cycl-183 (voir exercices precedents). 

On obtient, a partir du mutant cycl-13, une serie de revertants de premiere 
classe, a partir desquels on extrait et on caracterise la chaine peptidique 
d’isol-cytochrome c : 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

224 Concepts de base et exercices corriges 


- neuf revertants de cycl-13 presenters une chaine peptidique identique a 
la chame sauvage ; 

- dix revertants de cycl-13 presentent une chaine plus courte que la 
chame sauvage de quatre acides amines, a l’extremite N-terminale; 

- huit revertants de cycl-13, presentent une chaine plus longue que la 
chaine sauvage a l’extremite N-terminale, les quatre acides amines en 
position 1-2-3-4 dans la chaine sauvage, soit thr-glu-phe-lys (fig. 7.4), 
etant precedes par une isoleucine chez ces huit revertants. 

On a isole, en plus de cycl-13, sept autrcs mutants directs, nommes ml 
a m7, qui donnent eux aussi des revertants dont la chaine peptidique est 
soit plus courte de quatre acides amines, soit plus longue. 

Chez les revertants dont la chaine est plus longue, les quatre acides amines 
thr-glu-phe-lys, correspondant aux acides amines 1 -2-3-4 de la chaine 
sauvage, sont respectivement precedes par une isoleucine s’ils sont isoles 
des mutants ml ou m2, par une leucine s’ils sont isoles des mutants m3, m4 
ou m5, par une arginine, s’ils sont isoles de m6, et par une valine s’ils sont 
isoles de m7. 

Interpretez ces resultats en definissant le site, la nature et l’effet de la 
mutation directe, le site, la nature et l’effet du suppresseur intragenique 
(aidez-vous de la sequence sauvage fig. 7.4 et du code genetique). 

>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Mise en evidence de la nature d’une mutation directe par l’analyse biochimique 
des revertants. 

- Deduction d’une sequence nucleotidique par comparaison des sequences 
sauvage et revertantes. 

NB : probleme adapte du cours de C. Isnard (Paris VI), a partir des travaux de 
J. Verdiere (CNRS/Gif s/Yvette). 

Solution. Le mutant cycl-13 est mute au codon AUG (ou ATG) d’initiation de la lecture, le 
gene n’est plus fonctionnel car la traduction ne peut etre initiee, faute d’un autre codon AUG 
en phase dans le voisinage immediat. 

Le revertant est un mutant qui presente un nouveau site AUG, en phase, dans le voisinage du 
site naturel, de telle sorte que la chame peptidique est fonctionnelle, ce qui conduit au pheno- 
type sauvage chez ce revertant. 

Quand la chaine revertante est plus courte que la chaine sauvage de quatre acides amines, le 
site mute suppresseur est en 3' du site naturel et correspond effectivement a la mutation du 
codon 4 AAG (lys) en un codon ATG (met). 

Quand la chaine revertante est plus longue que la chaine sauvage de quatre acides amines, le 
site mute suppresseur est en 5' du site naturel, ce qui permet alors de specifier la nature de la 
mutation directe affectant le codon AUG. En effet, si les quatre acides amines thr-glu-phe-lys 
correspondant aux acides amines 1 -2-3-4 de la chaine sauvage sont precedes par une isoleu- 
cine, cela signifie que le codon AUG (met) d’initiation a ete mute en un codon AUA ou AUC 
ou AUU specifiant une isoleucine. 
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Les sept autres mutants du gene eye / sont egalement mutes dans le codon AUG d’initiation 
de la lecture comme le montre 1’ analyse des chaines peptidiques revertantes. 

La frequence des mutants directs dans le codon AUG est coherente avec le code genetique. 
En effet, l’etude des revertants, avec une sequence allongee en 5', montre que la mutation du 
codon AUG aboutit plus souvent a un codon isoleucine ou leucine qu’a un codon arginine ou 
valine (tabl. 7.7). 

Tableau 7.7 Ensemble des codons faux-sens pouvant etre generes par la substitution 
d'une paire de base dans le codon AUG d'initiation de la lecture. 


La mutation 
de AUG affecte : 

la premiere base 

la deuxieme base 

la troisieme base 

le codon mute 

UUG : leu 

ACG : thr 

AUC : ile 

peut etre : 

CUG : leu 

AAG : lys 

AUU : ile 


GUG : val 

AGG : arg 

AUA : ile 


Aucun mutant direct du gene eye sur le codon AUG donnant un codon ACG (thr) ou AAG (lys) 
n’a ete obtenu, ce qui fait qu’on n’a obtenu aucun revertant presentant une threonine ou une 
lysine en amont de la sequence thr-glu-phe-lys ; a moins que de tels mutants soient survenus 
mais que, par hasard, les revertants obtenus presentaient une chaine plus courte, ou bien 
qu’une threonine ou une lysine soit incompatible avec une chaine fonctionnelle. .. 


Exercice 7.5 

On supposera, pour chaque croisement, qu’on dispose des souches de 
signe sexuel adequat. 

Le cytochrome ci/ci3 occupe la position terminale de la chaine respiratoire 
dont l’isol cytochrome c, ou l’iso2 occupe le cinquieme rang (exercice 7.2); 
il n’a pas d’ isoenzyme. 

I.Le mutant eye 1-7 6 (mutant ambre UAG du gene de structure de 
1’ iso 1 cytochrome c), a ete isole a partir d’une souche A de genotype (hisl, 
metl4). Depourvu d’isolcytochrome c, il ne peut pousser sur lactate, mais 
peut, grace aux 5 % d’iso2 pousser sur glycerol (voir ex. 7.2); il est done 
de phenotype [gly + ; let - ; his - ; met - ]. 

Ce mutant est croise avec la souche C de genotype ( trpl-4 , pet 17, ade2-l), 
oil : 

- trpl-4 est une mutation du gene trpl, conduisant a un phenotype [tip - ] ; 

- pet 17 une mutation du gene de structure du cytochrome a/a3, donnant 
un phenotype [gly - ; let - ] ; 

- ade2-l une mutation du gene ade2, conduisant a un phenotype [ade - ]. 
a. Quel est le role des mutations d’auxotrophie ? 
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b. Apres meiose des diploides, on obtient les asques suivants : 

- 5 tetrades avec 2 [gly + , lct + ] et 2 [gly - ; let - ] ; 

- 6 tetrades avec 2 [gly + , let - ] et 2 [gly - ; let - ] ; 

- 9 tetrades avec 1 [gly + , lct + ], 1 [gly + , let - ] et 2 [gly - ; let - ]. 

Interpretez ces resultats apres avoir explicite le genotype des differents 
types de spores presentes dans chaque type d’ asques. La redaction doit se 
fonder sur un schema clair du genotype du diploide. 

c. Comment isoler, sans etude complementaire, une spore S de genotype 
(< eye l-76\ pet 17) ? 

2. A part i r du mutant cycl-76, on a isole 21 revertants [gly + , lct + ], restes de 
phenotype [his - met - ], dont 12 ont fait l’objet d’une premiere etude (exer- 
cice 7.2) et 9 autres, parmi lesquels on se propose d’etudier les rever- 
tants R1 et R3. 

Tableau 7.8 Type et nombre de tetrades observees pour le phenotype lactate, 

A PARTIR DES DIPLOIDES ISSUS DES CROISEMENTS D'UN REVERTANT R1 OU R3 AVEC LA SOUCHE D. 


Type de tetrades 
observees 

Diploides RlxD 

Diploides R3 x D 

4 spores [lct+] 

4 

17 

3 spores [lct+] et 1 [let ] 

21 

6 

2 spores [lct+] et 2 [let - ] 

5 

1 

Total 

30 

24 


Ces 2 revertants sont croises avec la souche D de genotype ( trpl-1 , lysl-1) 
de phenotype [gly + , lct + , tip - , lys - ]; les diploides sont de phenotype 
sauvage pour tous les phenotypes. 

Tous les asques presentent deux spores sauvages et deux spores mutantes 
pour chacun des caracteres d’ auxotrophie. Interpretez les resultats obtenus 
pour le phenotype lactate (tabl. 7.8) de maniere claire, concise et complete, 
d’un point de vue fonctionnel et cartographique. 

3. On croise chacun des revertants R1 et R3 avec la souche S issue de la 
spore isolee a la question l.c; cette souche est, par ailleurs, auxotrophe 
pour le tryptophane et 1’ adenine. 

a. Apres la meiose, on observe 40 tetrades obtenues, pour les phenotypes 
glycerol et lactate (tabl. 7.9). Comment interpretez-vous ces resultats ? 
Quelle hypothese pouvez-vous ou devez-vous faire sur le mode d’ action de 
chacun de ces deux revertants ? 




Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

7 • Analyse genetique des revertants et des suppresseurs 227 


Tableau 7.9 Type de tetrades observees, pour les phenotypes glycerol et lactate, 

A PARTIR DE 40 DIPLOIDES OBTENUS PAR CROISEMENT D'UN REVERTANT R1 OU R3 
AVEC LA SOUCHE S. 


Diploides R1 x S 

Diploides R3 x S 

6 tetrades avec 2 [gly + , lct+], 2 [gly, let-] 

7 tetrades avec 2 [gly + , lct+], 2 [gly, let - ] 

7 tetrades avec 2 [gly + , lct+], 2 [gly + , let-] 

8 tetrades avec 2 [gly-*-, let-], 2 [gly, let ] 

27 tetrades avec 2 [gly + , lct+], 

1 [gly+, let-] et 1 [gly, Icti 

25 tetrades avec 1 [gly + , lct+], 

1 [gly + , let - ] et 2 [gly, let - ] 


b. Ces 40 tetrades sont egalement testees pour le phenotype tryptophane 
(tabl. 7. 10), et pour le phenotype adenine (tabl. 7. 1 1). 

Tableau 7.10 Type de tetrades observees, pour le phenotype tryptophane, 

A PARTIR DES 40 DIPLOIDES OBTENUS PAR CROISEMENT D'UN REVERTANT R1 OU R3 
AVEC LA SOUCHE S. 


Diploides R1 x S 

Diploides R3 x S 

13 tetrades avec 4 [trp+] 

40 tetrades avec 2 [trp+], 2 [trp ] 

14 tetrades avec 3 [trp+], 1 [trp-] 


13 tetrades avec 2 [trp+] et 2 [trp - ] 



Tableau 7.11 Type de tetrades observees, pour le phenotype adenine, 

A PARTIR DES 40 DIPLOIDES OBTENUS PAR CROISEMENT D'UN REVERTANT R1 OU R3 
AVEC LA SOUCHE S. 


Diploides R1 x S 

Diploides R3 x S 

40 tetrades avec 2 [ade + ] et 2 [ade] 

40 tetrades avec 2 [ade + ] et 2 [ade-] 


- En quoi ces resultats confirment-ils les resultats de la question prece- 
dente 3.a. ? 

- Quelle precision apportent-ils sur la mutation petl 7 ? 

- Quelle precision apportent-ils sur certaines des mutations d’auxotrophie ? 

>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Analyse de revertants, mise en evidence des suppresseurs. 

- Analyse cartographique et fonctionnelle des suppresseurs. 

NB : probleme adapte d’un TD concu par C. Isnard/J. Deutsch/D. Cohen (univer- 
site Paris VI) a partir des travaux de J. Verdiere (CNRS/Gif s/Yvette). 
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Solution 

1. a Les mutations d’auxotrophie sont des marqueurs de selection de diploides, par comple- 
mentation fonctionnelle, mais elles peuvent eventuellement servir a 1’ analyse fonctionnelle 
des suppresseurs (exercice 7.1.). 

1. b Le genotype du diploide peut s’ecrire, pour les seuls genes qui nous interessent : 


cycl-76 pet + 


cyct pet 17 


A Tissue de la meiose et des eventuelles recombinaisons genetiques (par crossing-over si 
liaison physique; par assortiment aleatoire des centromeres si independance physique), 
quatre types de spores sont formes : 

- Parentale ( cycl-76 ; pet*) de phenotype connu [gly + , lcL] ; 

- Recombinee ( cycl-76 ; petl7) de phenotype a priori inconnu [gly ?, let ?]; 

- Recombinee ( cycl + ; pet + ) de phenotype connu [gly + , lct + ] ; 

- Parentale (cyc7 + ; pet 17) de phenotype connu [gly - , let - ]. 

Les 6 tetrades avec 2 [gly + , let | et 2 [gly - ; let - ] sont des DP Les tetrades DR ou T contenant 
4 ou 2 spores recombinees contiendront au moins 2 ou 1 spore(s) de phenotype [gly + , lct + ], 
De ce fait les DR devant contenir au moins deux spores recombinees de phenotype [gly + , 
lct + ] sont done les 5 tetrades avec 2 [gly + , lct + ] et 2 [gly - ; let - ], ce qui permet d’etablir que la 
spore recombinee ( cycl-76; petl7) est de phenotype [gly - , let - ]. Ce resultat est logique 
puisque cette spore est depourvue de cytochrome al ah. 

Du point de vue cartographique, les frequences des DP et des DR etant egales, on peut 
conclure que les genes pet et cycl sont genetiquement independants. 

Comme, par ailleurs, la frequence des tetratypes (9/20) est inferieure a 2/3, on peut conclure 
que les genes pet et eye sont physiquement independants. 

1. c II suffit de prendre une spore de phenotype [gly - , let ] issue d’un DR, puisque, dans ce 
cas, les deux spores sont du meme genotype recombine ( cycl-76 , pell 7). En raison de l’epis- 
tasie de petl 7 sur les alleles cycl + ou cycl-76 pour le phenotype glycerol, il serait impossible 
de specifier sans ambiguite (e’est-a-dire sans recourir a des etudes complementaires) les 
genotypes, parental ou recombine, des deux spores [gly - , let ] issues d’un tetratype. 

2. Le croisement des revertants R1 ou R3 par la souche D est, pour le gene cycl, un croise- 
ment par sauvage, et constitue un test de classe du revertant. 

Le fait de retrouver des phenotypes [let ] en nombre (ce ne peut etre des mutants) prouve que 
la mutation originelle cycl-76 n’a pas disparu et que son effet est supprime, chez les deux 
revertants de seconde classe R1 et R3, par l’effet d’une mutation suppresseur. 

Le genotype du diploide peut s’ecrire, pour les seuls genes qui nous interessent, oil i est 1 
ou 3, selon le revertant etudie : 


cycl-76 su f 


cycb su / 
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A Tissue de la meiose et des eventuelles recombinaisons genetiques (par crossing-over ou 
assortment aleatoire des centromeres), quatre types de spores sont formes : 

- Parentale (cycl-76', suf) de phenotype connu [lct + ]; 

- Recombinee (cycl-76', su/) de phenotype connu [let ] ; 

- Recombinee (cycl + \ su") de phenotype a priori inconnu [let ?] ; 

- Parentale (cycl + \ su ') de phenotype connu [lct + ]. 

Les tetrades avec 4 [lct + ] sont des DP (tabl. 7.8). Les tetrades DR ou T contenant 4 ou 
2 spores recombinees contiendront au moins 2 ou 1 spore(s) de phenotype [let ]. De ce fait 
les DR devant contenir au moins deux spores recombinees de phenotype [let ] sont done les 
tetrades avec 2 [lct + ] et 2 [let ], ce qui permet d’etablir que la spore recombinee ( cycl + ; su") 
est de phenotype [lct + ], resultat logiquement attendu. 

Du point de vue cartographique, les conclusions different pour chacune des deux mutations 
suppresseurs. 

Pour sul, le suppresseur de Rl, les frequences des DP et des DR etant egales, on peut 
conclure que les mutations eye 1-76 du gene cycl et sul a sont genetiquement independantes. 
Comme, par ailleurs, la frequence des tetratypes (21/30) est egale a 2/3, on ne peut rien 
conclure quant a leur eventuelle independance physique. 

Pour su3, le suppresseur de R3, la frequence des DP etant tres superieure a celle des DR, on 
peut conclure que les mutations eye 1-76, du gene cycl , et su3 a sont genetiquement et done 
physiquement liees. 

Leur distance genetique, exprimee en frequence de chromatides remaniees (plus precise que 
celle exprimee en frequence de gametes recombines, mais estimable uniquement par analyse 
de tetrades) est egale a [3/(DR) +/( T)/2] x 100, soit 25 ur. 

3. a La souche S est de genotype ( cycl -76 , petl7, trpl-4, ade2-l). Croisee avec chacun des 
revertants Rl ou R3 on obtient, pour les genes impliques dans le phenotype considere, le 
genotype du diploide (les pointilles indiquent d’eventuelles liaisons, mais on sait que pet est 
physiquement independant de eye, que sul est genetiquement independant de eye, et que su3 
lui est lie) : 


pet17 cycl-76 suj 


pet + cycl-76 su f 


A Tissue de la meiose et des eventuelles recombinaisons genetiques (par crossing-over ou 
assortiment aleatoire des centromeres), quatre types de spores sont formes : 

- Parentale ( cycl-76 , su petlT) de phenotype connu [gly , let ] ; 

- Recombinee ( cycl-76 , su- ; pet + ) de phenotype connu [gly + , let ] ; 

- Recombinee ( cycl-76 , su" ; petlT) de phenotype inconnu [gly ?, let ?]; 

- Parentale ( cycl-76 , su " ; pep) de phenotype connu [gly + , lct + ], 

Les tetrades avec 2 [gly + , lct + ] et 2 [gly ; let ] sont des DP (tabl. 7.9 : six dans le croisement 
de S avec Rl et sept dans le croisement de S avec R3). Les tetrades DR ou T contenant 4 ou 
2 spores recombinees contiendront au moins 2 ou 1 spore(s) de phenotype [gly + , let ]. De ce 
fait les DR devant contenir au moins deux spores recombinees de phenotype [gly + , let ] sont 
done : 


les 7 tetrades avec 2 [gly + , let ] et 2 [gly + ; lct + ], dans le premier croisement; 
les 8 tetrades avec 2 [gly + , let ] et 2 [gly : let ], dans le deuxieme croisement. 
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Ce resultat, but du croisement realise, permet d’etablir le phenotype de la spore recombinee 
de genotype ( cycl-76 , petl7 , su/), qui, pour une fois n’est absolument pas predictible 
puisque tout depend de la capacite eventuelle de la mutation suppresseur su/' de supprimer 
aussi bien l’effet de la mutation cycl-76 que celui de la mutation petl7, ce qui depend 
notamment de la nature de cette derniere. 

Ce resultat permet une interpretation fonctionnelle de l’effet des suppresseurs et de celui de 
la mutation directe petl 7. 

• Croisement R1 x S 

La spore recombinee ( cycl-76 ; pet 17, su : a ) est de phenotype [gly + , lct + ], ce qui signifie que 
le suppresseur sul a corrige aussi l'effet de la mutation peri 7 qui, sinon, serait epistatique sur 
tout effet fonctionnel sauvage au gene cycl (comme cela a ete montre). 

II s’agit done d’un suppresseur non gene-specifique et allele-specifique : 

- e’est un suppresseur informationnel de non-sens ambre puisque la mutation cycl-76 est 
ambre ; 

- ce qui signifie que la mutation petl 7 est egalement ambre. 

• Croisement R2 x S 

La spore recombinee (cycl-76\ petl7, su 3 a ) est de phenotype [gly , let - ], ce qui signifie que 
le suppresseur ne corrige pas l’effet de la mutation petl 7, et ne peut lever l’effet d’epistasie 
sur la fonction de cycl , alors que l’effet de la mutation cycl-76 est supprime par celui 
de su 3 a . 

Comme on sait (conclusion du croisement precedent) que les mutations cycl-76 et pet 17 sont 
ambres, le suppresseur su3 est sans doute un suppresseur physiologique. . . ou un suppresseur 
d’ ambre qui apporte un acide amine se revelant compatible dans la chaine peptidique de 
1’ iso 1 cytochrome c, alors qu’il ne le serait pas dans celle du cytochrome a/ci3 ! 

Du point de vue cartographique, les frequences des DP et des DR etant egales, on peut 
conclure que le gene pet et chacun des suppresseurs sul et su3 sont genetiquement inde- 
pendants. 

Comme, par ailleurs, les frequences des tetratypes ne sont pas inferieures a 2/3, on ne peut 
rien conclure sur leurs eventuelles independances physiques. 

3. b La souche S est de genotype ( cycl-76 , petl7, trpl-4, ade2-l). Croisee avec chacun des 
revertants R1 ou R3 on obtient, pour les genes impliques dans les phenotypes d’auxotrophie, 
le genotype du diploide (ou i est 1 ou 3, selon le croisement) : 


trpl-4 ade2-1 su) 


trp1 + ade2 + su f 


A Tissue de la meiose et des eventuelles recombinaisons genetiques (par crossing-over ou 
assortiment aleatoire des centromeres), quatre types de spores sont formes, pour les genes 
trpl et su : 

- Parentale ( trpl-4 , su/) de phenotype connu [trp ] ; 

- Recombinee ( trpl-4 , su") de phenotype inconnu [trp ?]; 

- Recombinee (trpl + , su/) de phenotype connu [trp + ] ; 

- Parentale ( trpl + , su/ 1 ) de phenotype connu [trp + ]. 
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Le phenotype de la spore recombinee ( trpl-4 , su") dependra de l’eventuel effet du suppres- 
ses de cycl-76 sur trpl-4. 

• Si le suppresses de cycl-76 a un effet sur trpl-4 , cette spore sera de phenotype [trp + ] et on 
devrait observer, si la recombinaison le permet, des DR avec 4 spores [trp + ], 

C’est le cas parmi les treize tetrades issues du croisement R1 x S (tabl. 7.10), ce qui : 

- confirme bien que sul“ est un suppresseur non gene-specifique mais allele-specifique, 
suppresseur informationnel d’ambre; 

- permet de preciser que la mutation trpl-4 est, elle aussi, une mutation ambre; 

- permet de preciser que les mutations hisl et metl4 n’etaient pas ambres, sinon le revertant 
ne serait pas reste auxotrophe pour l’histidine et la methionine... a moins que ce soit des 
mutations ambres qui ne seraient pas corrigees car le suppresseur apporterait un acide 
amine non compatible pour la chaine peptidique codec par le gene hisl et/ou le gene 
met 14 ! 

• Si le suppresseur de cycl-76 n’a pas d’effet sur trpl-4 , cette spore sera de phenotype [trp ] 
et on devrait observer, quel que soit le type de tetrades, DP, DR ou T, des asques avec 
2 spores [trp + ] et 2 spores [trp ] , correspondant a la seule segregation 2/2 du couple d’ alleles 
trpl + /trpl-4. 

C’est le cas parmi les tetrades issues du croisement R3 x S (tabl. 7.10), ce qui confirme bien 
que su3 n’est sans doute pas un suppresseur d’ambre (qui ne marcherait pas pour petl7) mais 
bien un suppresseur physiologique. Pour le confirmer il suffirait, ainsi, de montrer que le 
cytochrome c present chez le revertant R3 n’est constitue que d’iso2cytochrome c. 

L’ analyse des tetrades pour l’auxotrophie a P adenine (tabl. 7.11) montre que les suppres- 
seurs sul et su3 n’ont aucun effet sur la mutation ade2-l qui n’est sans doute pas une muta- 
tion ambre (puisque pas d’effet de sul). 

Du point de vue cartographique, parmi les trois types de tetrades du croisement R1 x S, pour 
le phenotype d’auxotrophie au tryptophane, les frequences des DP et des DR etant egales, on 
peut conclure que la mutation trpl-4 et le suppresseur sul sont genetiquement independants. 
Comme, par ailleurs, la frequence des tetratypes est inferieure a 2/3, on peut conclure 
qu’elles sont physiquement independantes. 

On ne peut evidemment rien conclure pour cide2-l puisque les differents types de tetrades ne 
peuvent etre phenotypiquement distingues. 
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Chapitre 8 


La selection de mutants 


8.1 INTRODUCTION 

Tout phenomene biologique resulte, dans un milieu donne, de 1’ interaction des 
produits de plusieurs genes agissant en chaine et/ou en reseau. 

La puissance de l’analyse ou dissection genetique d’un tel phenomene provient de 
sa capacite a l’etudier par une demarche reductionniste qui consiste a obtenir des 
mutants dont le genotype n’est mute que dans un seul ou quelques-uns seulement 
des genes de la chaine et/ou du reseau causal du phenomene. 

Dans ce but, on commence par definir, pour le phenomene (ou caractere) etudie 
un phenotype de reference resultant du genotype de reference de la souche pure de 
reference parfois appelee sauvage, par rapport a laquelle on estimera les valuations 
phenotypiques et genotypiques des mutants. 

Toute la demarche experimentale du geneticien consistera alors, par des croise- 
ments appropries cntrc la souche de reference et les variants (ou mutants), puis entre 
mutants, a etablir si les differents mutants sont simples (mutes dans un seul des 
genes du reseau) ou multiples, s’ils sont mutes dans le ou un rneme gene, ce qui 
permettra de denombrer les genes impliques dans le phenomene, a condition d’ avoir 
pu tous les toucher a t ravers l’obtention d’un grand nombre de mutants independants. 

II est done evidemment crucial, pour la reussite d’une analyse genetique, de 
disposer du plus grand nombre possible de mutants afin de maximiser la probability 
d’ avoir au moins un mutant dans chacun des genes impliques dans le phenomene 
etudie. La selection de mutants est done la premiere des operations que doit realiser 
le geneticien qui entreprend l’analyse genetique d’un phenomene biologique; e’est 
aussi souvent la plus difficile, celle qui requiert la plus grande intelligence et le plus 
d’astuces afin d’etre rapide et efficace. 
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Les recherches en genetique recelent de tics nombreux protocoles particuliers de 
selection de mutants (illustres notamment par quelques exercices) et ce chapitre est 
simplement destine a presenter certains des concepts clefs des protocoles classiques 
de la selection de mutants. 


8.2 MUTANTS DE PERTE ET DE GAIN DE FONCTION 
PHENOTYPIQUE 

8.2.1 Mutants spontanes et mutants induits 

Les premiers geneticiens sont partis de valiants naturels ou spontanes (pois verts ou 
jaunes, drosophiles aux yeux briques ou blancs) mais leur nombre etant limite, ils se 
sont vite engages dans la selection de mutants apres les avoir induits (voir exemples 
plus loin) quand on eut decouvert l’existence d’agents mutagenes, notamment les 
radiations ionisantes (travaux de Hermann Muller et Timofeef-Resovski dans les 
annees 1930) 

Le principe general de l’induction de mutants est de soumettre un organisme ou 
une population d’organismes a l’action d’un mutagene physique (rayonnements) ou 
chimique (analogue de base, agent alkylant ou intercalant. . .). 

Dans le cas de bacteries ou de levures, on obtiendra une population heterogene 
contenant toutes les cellules demeurees sauvages et des mutants spontanes ou induits 
par mutagenese, dont ceux recherches mais aussi d’autres. Dans le cas de diploides 
stricts, on obtiendra, apres mutagenese d’un organisme, une population de gametes 
parmi lesquels il conviendra, apres les avoir recuperes par fecondation avec ceux 
d’un parent non mutagenise, de rechercher lequel d’entre eux etait porteur de la 
mutation conferant un phenotype mutant. 

8.2.2 Mutants de gain de fonction 

L’isolement de mutants impose une double contrainte. D’une part, leur phenotype 
doit varier suffisamment du phenotype de reference pour qu’ils puissent s’en distin- 
guer, d’autre part, ils doivent etre viables pour qu’on puisse les recuperer pour les 
etudier. 

La double contrainte de l’isolement de mutants est aisement satisfaite des lors que 
le phenotype mutant se distingue du phenotype de reference par un gain de fonction : 
le mutant a acquis quelque chose dont le sauvage est depourvu, par exemple, une 
resistance a un toxique ou toute autre propriete dont est depourvue la souche de 
reference. 

L’isolement de tels mutants est alors simple dans son principe et fait appel a un 
crible positif de selection. 

En soumettant la souche de reference a l’effet d’un mutagene, on genere une 
collection d’organismes mutes. II suffit de transplanter tous ces organismes dans un 
milieu qui requiert pour la survie la propriete dont ne sont pourvus que les mutants 
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recherches (gain de fonction) pour les isoler automatiquement ; le milieu agit direc- 
tement comme un crible positif de selection des mutants recherches. 

Exemple 1. Coli sauvage est sensible a la streptomycine, on etale 10 9 cellules d’une 
culture en phase exponentielle sur une boite de milieu minimum Mo et on obtient un 
tapis; mais si on etale la meme quantite de cellules sur une boite additionnee de 
streptomycine, seuls les mutants resistants apparus spontanement sont capables de 
s’y developper et on observera, eventuellement, une seule colonie issue de ce mutant 
sur la boite. 

Exemple 2. On souhaite transformer une bacterie ou une levure en lui apportant un 
plasmide (petit ADN circulaire ayant une origine de replication autonome) lui- 
meme porteur d’un transgene. II est utile que de tels plasmides soient porteurs d’un 
gene de selection positive, par exemple un gene de resistance a un antibiotique 
comme la kanamycine ou la neomycine, ce qui permettra de recuperer les seules 
cellules ayant acquis le plasmide sur un milieu de culture additionne de 1’ anti- 
biotique de selection. 

Remarque 1. Du fait de son efficacite (seuls les mutants ou les transformes 
sont cribles) et de sa rapidite, un crible de selection positive sera toujours 
recherche et privilegie. 

Remarque 2. II convient de noter qu’un mutant existe prealablement a son tri 
par le crible de selection; en d’autres termes, ce n’est pas la streptomycine qui 
aurait fait « apparaitre » des mutants resistants, ils existaient prealablement a 
l’exposition a la streptomycine qui n’a fait que les reveler. 

Les experiences capitales de Salvador Luria & Max Delbriick, de Josuah 
Lederberg & Lederberg et de Newcomb l’ont demontre amplement. 

Cette remarque n’est pas anodine quand on connait le pourcentage important 
de biologistes qui, spontanement - comme Monsieur Jourdain faisait de la 
prose - ont une vision encore tres « lamarckienne » des phenomenes naturels, 
notamment evolutifs. 

Remarque 3. Un gain de fonction phenotypique n’a pas d’ interpretation gene- 
tique et fonctionnelle simple. La resistance a la rifampicine chez coli resulte 
d’une mutation dans le gene d’une sous-unite de l’ARN-polymerase la 
rendant insensible a 1’ action de 1’ antibiotique, et correspond, au niveau du 
gene a une mutation faux-sens modifiant legerement la conformation 3D, sans 
alterer son activite biologique ; il n’y a pas de perte de fonction du gene mute. 
La resistance au phage X resulte le plus souvent d’une mutation dans le gene 
de la permease au maltose qui sert de recepteur a ce phage. Dans ce cas, le 
gain de fonction (resistance a k) correspond, au niveau du gene de la permease 
et de son produit comme au niveau du phenotype de metabolisation du 
maltose, a une vraie perte de fonction (absence de permease et incapacity de 
croissance sur maltose). 
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8.2.3 Mutants de perte de fonction 

Un mutant qui se distingue du phenotype de reference par la perte d’une propriete 
n’est pas aussi facile a isoler qu’un mutant de gain de fonction, car il est necessaire 
d’operer en deux temps par la rnise en oeuvre d’un crible negatif de selection. 

En effet, les mutants spontanes ou induits par mutagenese qui foment, comme 
toujours, une sous-population melangee a celle d’autres mutants et a celle de tous les 
organismes demeures sauvages, ne peuvent pas etre mis dans un milieu ou ils 
seraient seuls capables de se developper puisqu’ils n’ont pas acquis une propriete 
biologique par rapport aux sauvages, mais qu’ils en ont perdu une. 

II faut done recuperer l’ensemble mutes + sauvages dans un milieu adequat a leur 
developpement, puis les transferer dans un milieu adequat au seul developpement 
des sauvages, ce qui permet alors d’identifier les mutants de perte de fonction par 
leur incapacity a se developper dans le deuxieme milieu. 

Evidemment, un crible negatif de selection suppose qu’on peut recuperer les 
mutants viables, au moins sur le premier milieu, afm d’en cntrcprcndrc l’etude 
genetique. 

Exemple. Induction et selection de mutants du metabolisme incapables d’ assurer la 
biosynthese de la valine, chez la levure. 

a) Isolement des mutants 

Partant d’une souche de phenotype [val + ], on cherche a isoler des mutants [val - ]. La 
double contrainte d’isolement des mutants est satisfaite de la maniere suivante : 

- distinction phenotypique, sauvage et mutant peuvent etre distingues par le fait que 
[val + ] peut pousser sur un milieu minimum Mo aussi bien que sur un milieu Mo 
supplement^ en valine, tandis que le mutant ne poussera que sur ce dernier milieu ; 

- viabilite du mutant, il est viable, a condition d’etre cultive en presence de valine. 

b) Induction des mutants 

Il faut done soumettre a un agent mutagene une souche [val + ] cultivee dans un 
milieu Mo additionne de valine afin que les mutants induits puissent y survivre, et 
merne s’y multiplier. 

c) Selection des mutants [val - ] 

On etale les cellules sur une boite Mo + valine et toutes y donnent des colonies. Puis, 
avec la technique du velours, on fait des repliques sur une boite de milieu Mo ou 
seules les [val + ] peuvent pousser, ce qui permet d’identifier sur les boites meres les 
colonies [val - ] qui n’ont pas donne de colonies sur la replique. 

d) Enrichissement en mutants 

Le probleme pose par un crible negatif est le nornbre eleve d’organismes a cultiver 
ou a observer dans le premier milieu, ce qui rend ce crible lourd et couteux. Si il y a 
un mutant [val - ] pour 10 7 cellules restees [val + ], et qu’on peut etaler au maximum 
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1 000 cellules par boite afm d’y obtenir 1 000 colonies isolees, alors il faudrait etaler 
10 000 boites et faire 10 000 repliques. 

C’est pourquoi on intercale toujours, quand on le peut, entre l’induction et la 
selection de mutants, une etape d’enrichissement en mutants. Elle permet de tuer 
selectivement les non-mutants tout en preservant les mutants, ce qui diminuera 
d’autant la lourdeur du crible negatif. 

Dans l’exemple present, on reprend la population issue de l’induction, on lave les 
cellules et on les place dans un milieu Mo (done sans valine) additionne de mycosta- 
tine, tres toxique pour les cellules en croissance (le blocage de la polymerisation de 
la paroi glucidique par la mycostatine entrainant la lyse des cellules en croissance). 
Dans un tel milieu, les cellules [val + ] se developpent et meurent, tandis que les 
cellules [val - ], incapables de se developper, restent en phase stationnaire et echap- 
pent a 1’ action de la mycostatine. Celle-ci peut faire chuter le rapport [val + ]/[val _ ] de 
10 7 a 10 3 , ce qui necessitera, pour la selection par crible negatif, d’etaler 1 boite au 
lieu de 10 000 ! 

Remarque 1. La penicilline est l’agent d’enrichissement utilise chez la bac- 
terie, elle a la meme consequence biologique que la mycostatine chez la levure. 

Remarque 2. C’est ainsi qu’on a pu obtenir facilement de tres nombreux 
mutants du metabolisme chez la bacterie ou la levure, alors que la selection de 
tels mutants chez la souris ou meme la drosophile ne serait pas evidente. Chez 
l’homme, comme chez la souris, les mutants connus du metabolisme sont, 
pour la plupart, spontanes et ont ete identifies par les phenotypes pathologi- 
ques (phenylcetonurie). 


8.3 MUTANTS INDEPENDANTS 

Pour entreprendre l’etude genetique d’un phenomene, il faut, apres avoir defini un 
phenotype de reference, acquerir un grand nombre de mutants presentant un pheno- 
type different. Le but est d’obtenir des mutants dans le nombre maximum des genes 
impliques dans le phenomene etudie. 

Si, a partir d’une mutagenese et d’un crible, on isole plusieurs mutants de meme 
phenotype, on n’a aucune garantie qu’ils ne soient pas identiques puisque le proto- 
cole a permis aux mutants apparus de se multiplier, ce qui est utile pour une simple 
question d’efficacite du protocole. Autrement dit, on n’a pas de garantie que les 
mutants isoles dans un protocole unique soient « independants », e’est-a-dire resul- 
tant d’evenements differents de mutagenese ayant pu toucher des genes differents 
(ou le meme gene, rnais a des sites differents). 

Pour obtenir des mutants independants, il est done necessaire de faire en parallele 
plusieurs protocoles de mutagenese/crible de selection et de ne prendre, dans chacun 
des cribles, qu’un seul mutant. 

Bien evidemment, deux mutants issus d’un meme crible rnais ne presentant pas le 
meme phenotype sont forcement differents et done independants. 
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8.4 MUTANTS LETAUX C0NDITI0NNELS 

Les mutations affectant le metabolisme ou apportant une resistance a un toxique sont 
faciles a etudier chez la bacterie ou la levure car elles sont viables dans un milieu 
specifique. 

Mais il est de nombreux genes, eventuellement plus interessants que les genes du 
metabolisme, pour lesquels, du fait de leur fonction, les mutants ne sont jamais 
viables car ne peuvent etre « sauves » par la mise a disposition d’un milieu 
specifique; il en va ainsi des genes essentiels a la machinerie moleculaire de la 
cellule (duplication et conformation de l’ADN, transcription, traduction, cytosque- 
lette, gestion du cycle cellulaire, machinerie de la rnitose ou meiose etc.). 

Or 1’ identification d’un gene et son analyse passant obligatoirement par l’obten- 
tion d’un mutant, la seule faqon d’obtenir des mutants pour de tels genes est d’avoir 
des mutants letaux condi tionnels, notamment chez la bacterie ou la levure. Ces 
mutants sont letaux puisque la perte de fonction de tels genes est letale, mais ils sont 
mutes de faqon telle, que cette letalite ne survient que dans certaines conditions de 
milieu, ce qui revient a dire qu’ils sont viables dans d’autres conditions de milieu. 

Le plus souvent, chez la levure ou la bacterie, les mutants letaux conditionnels 
sont « thermosensibles » ; la mutation affectant le gene est une mutation faux-sens 
qui, par la substitution d’acide amine qu’elle entraine dans le produit du gene, 
n’affecte pas son activite biologique mais le rend thermoinstable. A la temperature 
dite « permissive », le produit est stable et le mutant est viable, a une temperature 
plus elevee dite « non permissive », le produit est instable et le mutant est letal. 

Quand la temperature non permissive est plus basse que la temperature permis- 
sive, les mutants sont dits « cryosensibles ». 

L’isolement, chez la bacterie ou la levure, de mutants letaux conditionnels est 
realise le plus souvent par un crible negatif, par comparaison de boites meres 
d’etalement a la temperature classique de 37 °C ou 20 °C du sauvage, et replique de 
ces boites a une temperature plus ou moins elevee, afin de reperer les colonies inca- 
pables d’y pousser. 

Il est parfois utile, pour l’analyse genetique d’un gene, de disposer non d’un letal 
conditionnel (mutation faux-sens) mais d’une perte de fonction qui ne peut etre que 
letale. On peut alors (voir exercice 8.5) utiliser la decouverte de suppresseur thermo- 
sensible de non-sens (chap. 7) pour cribler dans le gene etudie des mutations non- 
sens de perte de fonction, dont l’effet letal sera « supprime » par faction du suppres- 
seur, dans les conditions permissives de celui-ci. 


8.5 DEFINITION ET UTILITE DES CHROMOSOMES 

BALANCEURS DANS LA GENETIQUE DE LA DROSOPHILE 

Un chromosome balanceur est un chromosome porteur d’un complexe d’inversion. 
Cette situation bloque la formation de crossing-over et, au pire, si un crossing-over 
survient, a la meiose, chez une drosophile porteuse d’un chromosome balanceur et 
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d’un chromosome normal, il se fait presque obligatoirement dans une boucle d’inver- 
sion, ce qui aboutit a des chromatides remaniees porteuses de deletions ou de dupli- 
cation rendant inviables les gametes ou les embryons conqus par ces gametes. II ne 
subsiste done, en pratique, que les gametes porteurs de chromatides non remaniees, 
ce qui revient a dire que « tout se passe comme s’il n’y avait pas de crossing-over 
entic un balanceur et un chromosome normal ». 

Afm de pouvoir reperer les organismes porteurs d’un chromosome balanceur, 
celui-ci est porteur d’une mutation affectant de maniere dominante un caractere 
morphologique (forme de l’oeil ou de l’aile). 

Enfin un chromosome balanceur est porteur d’une mutation letale ou sterile reces- 
sive (celle-ci pouvant etre la meme que la mutation morphologique dominante : la 
mutation curly est viable chez les heterozygotes cy//cy + et conduit alors a un pheno- 
type d’aile a l’extremite recourbee, elle est letale chez les homozygotes cy//cy). 

L’utilite des balanceurs et leur utilisation comme outil genetique vient des 
proprietes enoncees ci-dessus. 

• Les balanceurs permettent de garder en stock une mutation letale recessive portee 
par un chromosome normal. 

En effet, supposons une mutation letale 1 sur le chromosome II, celui-ci etant 
note II-l, et un chromosome balanceur du II, note Bal-II. La souche Bal-II//II-l 
s’autoentretient puisque seuls les heterozygotes sont viables. 

• Les balanceurs permettent de cribler de telles mutations letales. En effet, suppo- 
sons qu’on croise un male irradie avec une souche porteuse du balanceur Bal-II, les 
diploides El obtenus, porteurs de Bal-II (reperables grace a la mutation morpho- 
logique dominante) seront soit Bal-II//II+, si le gamete apporte un chromosome II 
non mute, soit eventuellement Bal-II//II-l, si le gamete est porteur d’une mutation 
letale survenue sur le chromosome II lors de l’irradiation des cellules germinales du 
parent male (toutes les cellules germinales n’ont pas ete touchees de la meme 
maniere par - l’irradiation). 

Chacun de ces descendants FI, de phenotype sauvage (puisque l’eventuelle muta- 
tion 1 ne peut qu’etre recessive), est alors isole dans un tube et croise avec un 
nouveau porteur de Bal-II, de sorte que tous les descendants F2 porteurs de Bal-II 
sont forcement de meme genotype, soit Bal-II//II + dans le premier cas, soit Bal-II//II-l, 
dans le deuxieme cas. 

On peut alors tester l’existence d’une mutation letale 1 en croisant entre eux les 
descendants F2 de chaque tube. Si les individus F2 sont Bal-II//II + , on aura des 
descendants F3 de phenotype sauvage (sans le phenotype de la mutation dominante 
du balanceur) car de genotype II+//II+; au contraire, si les organismes F2 sont de 
genotypes Bal-II//II-l, les seuls descendants viables F3 seront alors les genotypes 
Bal-II//II-l de phenotype non sauvage puisque porteur d’un balanceur (les genotypes 
Bal-II//Bal-II et II-1//II-1 etant letaux). 

La mutation 1 ainsi criblee est en meme temps obtenue dans sa souche de stockage ! 
II reste alors a la localiser par - 1’ etude de croisements appropries puis, a definir a quelle 
etape du developpement s’exprime la letalite, enfin quelle est la fonction du gene mute. 
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8.6 MUTAGENESE CIBLEE 

Les technologies developpees en biologie moleculaire permettent aujourd’hui de 
« cibler » la mutagenese non seulement en choisissant le gene a muter (a condition 
qu'il ait deja ete identifie et que sa sequence sauvage soit clonee) mais en determi- 
nant aussi le site de mutation dans le gene et la nature de la modification nucleoti- 
dique. Ces manipulations sont faites in vitro, le gene etant insere dans un vecteur 
moleculaire. puis ce vecteur est utilise pour transformer des cellules d’une maniere 
telle que le gene manipule in vitro, le transgene, vienne remplacer le gene resident. 

De la rneme maniere, le vecteur peut amener un transgene qui, etr anger ou non au 
genome de l’espece, vient s’adjoindre au genome et permet d’obtenir un OGM 
(organisme genetiquement modifie). 

Dans le cas de la bacterie ou de la levure, organismes unicellulaires, le protocole 
s ’ arret c la, les cellules genetiquement modifiees sont en elles-memes des OGM; 
dans le cas d’organismes diploides a reproduction sexuee, les cellules genetique- 
ment modifiees ont ete obtenues et cultivees in vitro et doivent etre utilisees pour 
reconstituer un organisme entier si le but est d’ avoir un OGM. 

Chez les vegetaux le clone de cellules genetiquement modifiees est stimule afin 
qu’il se differencie en une plantule a l’origine d’un OGM vegetal. Chez la souris, les 
cellules genetiquement modifiees sont agregees a un blastocyste issu d’une feconda- 
tion in vitro puis reimplantees chez une femelle porteuse ; les descendants FO sont 
chimeriques et peuvent contenir, dans leur tissu germinal, des cellules genetique- 
ment modifiees a l’origine de gametes genetiquement modifies a partir desquels on 
peut, a la generation suivante, obtenir des descendants FI heterozygotes pour la 
modification genetique, puis, par croisement des FI, obtenir des F2 homozygotes. 
Chez la drosophile, on injecte directement le vecteur (un element transposable de 
type P) dans l’ceuf dont le developpement est externe et donne les FO. 


EXERCICES 


Exercice 8.1 

Isolez chez la levure, des mutants d’ incapacity de croissance sur galactose, 
phenotype note [gal - ]. Defmissez les diverses etapes et precisez, a chaque 
fois, les milieux de croissance. 

>• Niveau Licence (LI, L2)/Definitions des objectifs. 

Maitriser les parametres et les etapes d’un protocole de crible negatif. 

Solution 

• Induction de mutants. On fait agir un mutagene sur des cellules [gal + ] en culture dans un 
milieu contenant une autre source de carbone que le galactose pour que d’eventuels mutants 
[gal - ] puissent s’y developper. Noter que, pour des mutants auxotrophes, il faut ajouter le 
produit que le mutant est cense ne pas pouvoir synthetiser, tandis que, pour un mutant d’inca- 
pacite d’utilisation d’un metabolite, il est inutile de mettre ce metabolite. 
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• Enrichissement en mutants. Apres lavage des cellules, on les place dans un milieu addi- 
tions de mycostatine, avec galactose comme seule source de carbone, les eventuels mutants 
[gal - ] restant en phase stationnaire echappent a l’effet de la mycostatine qui va, au contraire, 
tuer la plus grande partie des cellules restees [gal + ] a Tissue de la mutagenese. 

• Crible negatif de selection. On etale les survivants sur des boites Mo (glucose) et on 
replique sur des boites Mo (galactose); les colonies des boites meres qui ne poussent pas sur 
les repliques sont [gal - ]. 

Exercice 8.2 

Dans le cadre de la theorie de la regulation transcriptionnelle, un systeme 
inductible avec regulation negative suppose un gene regulateur specifiant 
une proteine « represseur » (le gene I dans le cas de l’operon lactose) et une 
sequence cible permettant la fixation du represseur sur le promoteur du gene 
qu’il regule (la sequence dite operatrice dans le cas de l’operon lactose). 

Le represseur est un produit diffusible qui agit en trans sur l’operateur du 
gene qu’il regule, on peut s’attendre a ce que des mutations amorphes 
(perte de fonction) de son gene soient recessives, et que d’eventuelles 
mutations hypermorphes (effet amplifie), notees I s pour l’operon lactose, 
soient, si elles existent, dominantes, aussi bien sur l’expression de l’operon 
en cis que sur T expression d’un autre operon, en trans (chez bacteries 
« diploides » pour l’operon, voir chap. 9). 

Au contraire, des mutations dans l’operateur de T operon, empechant la 
fixation du represseur, auraient un effet sur la regulation en permettant la 
transcription, aussi bien en presence qu’en absence de lactose. Ces muta- 
tions, dites constitutives et notees o c , auraient un effet cis-dominant, elles 
ne permettraient que l’expression constitutive de l’operon mute, et nulle- 
ment celle d’un autre operon en trans qui resterait sous la dependance de 
son operateur sauvage. 

C’est en montrant l’existence de ce type de mutations, I s et o c , que Fran- 
qois Jacob et Jacques Monod ont pu valider leur modele de regulation de 
l’operon lactose. 

Dans leurs recherches, Franqois Jacob et Jacques Monod disposaient d’une 
souche diploide partielle (pour la region de l’operon) de E. coli de geno- 
type I + Z + Y + IF'I + Z + Y + , de boites de milieu minimum avec glycerol, dans 
lesquelles on pouvait ajouter de 1’IPTG (inducteur tres puissant de la trans- 
cription de l’operon) et/ou du X-gal (colore les colonies en bleu, en 
presence de (3-gal). 

On rappelle que, dans ce modele, I correspond au gene du represseur, Z 
et Y, les deux premiers genes de l’operon lac, codent respectivement pour 
la (3-galactosidase et la permease au lactose. 

Vous decrirez avec precision chacun des cribles leur ayant permis d’isoler 
des mutants I s ou o c , en partant de l’effet biologique de chaque mutation, 
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en defmissant un crible phenotypique de cet effet, en montrant, a chaque 
fois, pourquoi il est necessaire d’utiliser des souches diploides pour l’operon 
lactose plutot que des souches haploides. 

>• Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Suppose une connaissance minimale de l’operon lactose. 

- Definir les parametres de visualisation des mutants en fonction des effets biolo- 
giques attendus des mutations. 

- Montrer que le contexte genotypique cible le type de mutants qu’un crible 
permet d’isoler. 

Solution. Une mutation I s conduit a la presence d’un surepresseur et a la diminution, voire 
l’abolition, de la transcription de l’operon, done a Fabsence de (3-galactosidase. 

Cette absence de (3-galactosidase peut etre phenotypiquement mise en evidence par la 
presence de colonies blanches sur un milieu additionne d’lPTG et de X-gal, ou les colonies 
non mutees seront bleues (1’IPTG induit la transcription de l’operon et la synthese de (3-gal et 
le X-gal permet la coloration en bleu). 

Si on mutagenise des cellules haploides, la plupart des mutants [colonies blanches en 
presence de X-gal et IPTG] seront tout simplement Z , mutes dans le gene de structure de la 
(3-galactosidase. 

Au contraire, si on mutagenise des diploides, les doubles mutants Z /Z sont trop improba- 
bles (deux evenements mutationnels independants sur chacun des deux genes Z !) et les seuls 
mutants incapables de faire de la (3-galactosidase malgre la presence d’lPTG ne peuvent etre 
a priori que I s , s’ils existent. 

La diploidie permet de cibler la seule selection de mutants I s qui sont certainement beaucoup 
plus rares que des mutants Z , ce qui n’est pas un probleme chez la bacterie puisqu’on peut 
mutageniser des milliards de cellules. 

Bien evidemment, on s’attend a ce que de telles mutations aient un effet dominant, ce qui a 
ete verifie par tests de diploidie. 

Une mutation o c conduit a l’expression constitutive de l’operon et a la presence de (3-galacto- 
sidase, meme en absence d’lPTG. 

Cette presence constitutive de (3-galactosidase peut etre phenotypiquement mise en evidence 
par la presence de colonies bleues sur un milieu additionne de X-gal mais sans IPTG, ou les 
colonies non mutees seront blanches (F absence d’lPTG y entrainant Fabsence de (3-gal par 
absence de transcription de l’operon et de coloration bleue malgre la presence de X-gal). 

Si on mutagenise des cellules haploides, la plupart des mutants constitutifs seront tout 
simplement I~, mutes dans le gene du represseur. 

Au contraire, si on mutagenise des diploides, les doubles mutants l~II sont trop improbables 
(deux evenements mutationnels independants sur chacun des deux genes I !) et les seuls 
mutants capables de produire de la (3-galactosidase malgre Fabsence d’lPTG ne peuvent etre 
a priori que o c sur Fun des deux operons, si de telles mutations existent. 

La encore, partir de diploides permet de cibler les mutants o c , alors qu’a partir des haploides, 
on aurait obtenu essentiellement des mutants / . 

Bien evidemment, on s’attend a ce que de telles mutations aient un effet cis-dominant, ce qui 
a ete verifie par tests fonctionnels des diploides o c Z + /o + Z et o + Z + /o c Z~. 

Bien qu’heterozygotes pour les memes mutations, ces deux genotypes presentent des pheno- 
types opposes, le premier produit de la (3-gal de maniere constitutive (colonies bleues en 
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presence de X-gal et en absence d’lPTG) alors que le second est inductible (colonies bleues 
en presence de X-gal mais seulement en presence d’lPTG), parce que la mutation o' n’a 
d’effet (pas de fixation possible du represseur) que sur le seul operon en aval (cis-dominance), 
avec Z + dans le premier cas, et Z dans le second. 

Exercice 8.3 

La RNA-polymerase est formee de deux sous-unites (3 et (3’ codees par un 
operon nonime rif. L’ antibiotique rifampicine, en se fixant sur la sous- 
unite (3 de la RNA-polymerase, entraine le blocage de nombreux promo- 
teurs par le complexe ainsi forme. 

Certaines mutations du gene de la sous-unite (3 peuvent conferer la resis- 
tance a la rifampicine en modifiant le site de fixation de la rifampicine 
sur (3, rendant ainsi la RNA-polymerase insensible a cet antibiotique. Les 
alleles mutes conferant la resistance sont notes rifR et entrainent le pheno- 
type de resistance note [rifR] par rapport au phenotype sauvage de sensibi- 
lite note [rif S]. 

On dispose d’une souche A de genotype chromosomique (argH ; rifR ; 
mat; recA~) porteuse d’un episome F' (argH' ; rif + ; mal + ), lui-meme 
porteur des trois sequences sauvages du gene argH, de l’operon rif et de 
l’operon maltose. La mutation recA~ bloque toute recombinaison molecu- 
laire eventuelle entre sequences homologues du chromosome et de 
l’episome. 

1. Le phenotype de la souche A est [«rg + ; rif S’, mal + \. Qu’en concluez- 
vous sur le plan genetique ? Commentez ce resultat sur le plan fonctionnel. 

2. On souhaite selectionner des mutations non-sens dans le gene [3 de 
l’operon rif Pour cela, on dispose de la souche A (exempte de suppresseur 
actif de non-sens) et de deux souches BetC.de type F _ , dont les genotypes 
sont les suivants : 

- B : F~ ( argH + \ rifR ; mal~; su a ; strR ; recA~) oil su" est un suppresseur 
actif d’un type de mutation non-sens (par exemple ambre) ; 

- C : F~ ( argH~\ rifR ; ma/ + ; su 1 ; strR ; recA~) oil su' est la sequence 
sauvage de la sequence su a presente chez B . 

Decrivez brievement et precisement le protocole experimental de selection 
de tels mutants non-sens dans le gene [3. (Milieux selectifs ; croisements a 
effectuer; milieux d’etalement, de replique, etc.), en justifiant vos proposi- 
tions, 1’ utilisation de la mutation rifR et de diploides partiels. 

>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Crible de mutations non-sens letales recessives par demasquage d’un allele 
recessif viable. 

- Test de letalite de la mutation par effet d’un suppresseur de non-sens. 
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Solution 

1. L’ episome F' etant porteur d’un fragment genomique, la souche est diploi'de pour les 
genes inclus dans ce fragment, ce qui permet de tester la dominance, la recessivite et la 
complementation fonctionnelle. 

Le test realise ici est un test de dominance ; il permet de cone lure que les trois sequences urg , 
mal et rij'R ont un effet recessif face a celui de leurs homologues sauvages. 

Ce resultat est logiquement attendu pour les mutations arg ou mat qui sont tres probable- 
ment des pertes de fonctions pour des genes impliques dans une voie de biosynthese pour le 
premier, et une voie de metabolisation pour le second, de sorte que 1’ allele sauvage retablit 
sans probleme la fonction chez V heterozygote. 

Pour rij'R, on sait que la mutation ne saurait etre une perte de fonction du gene /j qui serait 
letale; la mutation modifie la capacite de liaison de la sous-unite (3 a la rifampicine, sans 
alterer sa fonction biochimique dans la transcription. 

Chez 1’ heterozygote, malgre la presence d’une polymerase insensible a la rifampicine, la 
polymerase sensible, codee par Foperon sauvage va bloquer des promoteurs et realiser l’effet 
letal de la rifampicine; l’effet de la mutation rij'R est done recessif face a celui de F allele 
sauvage. 

2. Une mutation non-sens dans le gene p est une perte de fonction letale ; on ne peut selec- 
tionner de mutant non-sens que chez un diploi'de pour le gene p afin que la copie non 
mutee jt puisse sauver la bacterie de 1’ effet letal de la copie P . 

Mais si on part d’un diploi'de p + llp + , les quelques mutants non-sens apparus (dans un exem- 
plaire du gene, dans les deux, cela serait statistiquement improbable et letal !) ne pourront se 
distinguer phenotypiquement des non-mutants. 

Au contraire, si on part d’un diploi'de prifRHp + , qui est phenotypiquement sensible a la 
rifampicine, toute mutation non-sens apparue dans 1’ allele p + conduira a un genotype prifRIlp “ 
, ce qui demasquera la resistance conferee par F allele rijR, auparavant masquee par l’effet 
dominant de 1’ allele sauvage desormais mute. 

C’est un moyen alors tres facile d’identifier et de selectionner par un crible positif de tels 
mutants. II conviendra ensuite de verifier que la mutation est bien une mutation non-sens, par 
l’utilisation d’un suppresseur actif qui devrait, si la mutation est non-sens et voit son effet 
supprime, retrouver le phenotype de sensibilite a la rifampicine, 

• Selection des mutants. En partant de la souche A de genotype chromosomique ( argFt; 
rifR ; mat; recA ) porteuse d’un episome F' ( argH + ; rif + ; mat), on realise une mutagenese 
avec un agent favorisant les substitutions de nucleotides, puis on etale sur un milieu 
minimum avec rifampicine; les souches qui poussent ont perdu F allele sauvage p + , ce qui 
demasque l’effet de resistance de l’allele chromosomique prifR. 

• Caracterisation des mutants. On transfere F episome F\ par croisement, des souches 
mutantes resistantes vers les souches receptrices B et C. Celles-ci sont recueillies sur un 
milieu Mo (mal) additionne de streptomycine, ou seules les receptrices peuvent pousser 
(resistance a la streptomycine et argH + ou mat apporte par Fepisome). 

Par replique sur Mo (mal) + str + rif on teste la sensibilite a la rifampicine ; les transformees 
B sensibles sont porteuses d’une mutation non-sens dans le gene p de leur episome ; les trans- 
formees C correspondantes doivent rester resistantes. 
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Exercice 8.4 

Chez Scicchciromyces cerevisiae, une mutation de perte de fonction dans le 
gene LYS2 confere une auxotrophie pour la lysine, phenotype note [lys - ] et 
une resistance a 1’ a-aminoadipate, toxique letal pour une souche sauvage. 
Un mutant LYS2 peut pousser sur une boite additionnee d’ a-aminoadipate 
et de lysine ; il utilise directement la lysine sans la produire, le blocage de 
la chaine de biosynthese rendant la cellule resistante a 1’ cx-aminoadipate. 

1. Definir un crible de selection de mutants [lys - ] mutes dans le gene LYS2. 

2. Definir un crible de selection de revertants [lys + ]. 

3. De nombreux plasmides de levures sont porteurs d’un gene de selection 
LYS2. Quelle est son utilite, sachant que l’experimentateur doit pouvoir 
selectionner facilement les cellules ayant acquis ou perdu le plasmide ? 

>- Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Cas particular d’un double crible positif pour les mutants directs et les 
revertants. 

- Utilite du gene LYS2 comme marqueur de selection d’un plasmide. 


Solution 

1 . On a ici un cas particular ou un mutant de perte de fonction pent etre selectionne par un 
crible positif, il suffit d’etaler les cellules issues de la mutagenese sur des boites Mo + lysine 
+ a-aminoadipate, seuls les mutants dans le gene LYS2 peuvent pousser. 

2. Il suffit de mettre en oeuvre un crible positif par etalement de cellules mutagenisees sur une 
boite de milieu minimum; les quelques colonies qni poussent sont [lys + ]; on peut s’assurer 
par replique qu’elles ont recouvre la sensibilite a 1’ a-aminoadipate. 

3. Il est souvent utile de pouvoir transformer des cellules avec un plasmide puis ulterieure- 
ment de les « purger » de ce plasmide. 

En transformant des cellules mutees dans le gene LYS2 par un plasmide porteur de LYS2 + , on 
a un crible positif de selection des transformees par etalement sur un milieu Mo, l’acquisition 
du plasmide apportant la prototrophie. 

Pour selectionner ulterieurement des cellules ayant perdu le plasmide, il faudrait faire un 
crible negatif pnisqu’il s’agirait d’une perte de fonction attestee par un phenotype [lys - ], 
mais on dispose avec le gene LYS2 d’un crible positif, puisqu’il suffit d’etaler les cellules 
sur Mo + lys + a-aminoadipate pour selectionner positivement toutes celles qui ont perdu le 
plasmide et qui, en recouvrant un phenotype [lys ]. recouvrent en meme temps la resistance 
a l’a-aminoadipate. 

Remarque. On dispose d’un systeme analogue avec le gene URA3 dont la perte de 
fonction par mutation, ou l’absence de transcription, confere une resistance a l’acide 
fluoroacetique (FOA). 

On peut ainsi tester l’activite d’un promoteur en le clonant en phase avec la sequence 
codante de URA3, en testant la sensibilite ou la resistance au FOA de la souche 
porteuse d’une telle construction. 
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Exercice 8.5 

On dispose d’une souche A de Saccharomyces cerevisiae porteuse d’une 
mutation ambre (codon TAG) dans un gene, note a, de la chaine de biosyn- 
these de Thistidine, et d’un suppresseur informationnel d’ ambre thermo- 
sensible (actif a 36 °C et inactif a 42 °C). La souche A est de genotype 
(i a~ , su ts ) de phenotype [his + ] a 36 °C, et [his - ] a 42 °C. 

On considerera que les locus du gene a et du suppresseur informationnel 
sont assez lies pour qu’il n’y ait pas de crossing-over entre eux. 

On selectionne, a partir de la souche A, deux mutants thermosensibles, ml 
et m2, capables de pousser sur milieu minimum Mo a 36 °C, mais incapa- 
bles de pousser sur milieu complet a 42 °C. 

1. Quel type de fonction est vraisemblablement touchee chez ml ou m2 ? 
pourquoi ? 

2. Deux hypotheses genetiques simples peuvent etre formulees en ce qui 
concerne la nature de la mutation affectant chacun des mutants ml ou m2 
(on supposera que ml ou m2 ne sont touches que dans un seul gene). 

Hypothese 1 : une mutation thermosensible est survenue dans un gene, le 
rendant inactif a 42 °C. 

Hypothese 2 : une mutation non-sens ambre est survenue dans un gene, 
abolissant sa fonction. 

Justifiez la validite de ces deux hypotheses, compte tenu du protocole de 
selection des mutants. 

3. Le mutant ml est croise avec la souche SSR. Apres meiose du diploide, 
on teste le phenotype des quatre spores de 40 tetrades, en les deposant sur 
milieu complet a 36 °C. On observe les resultats suivants (oil « + » signifie 
que la croissance est possible et « - » qu’elle est impossible) : 

- 19 tetrades avec 4 spores [+] ; 

- 17 tetrades avec 2 spores [+] et 2 spores [-] ; 

- 4 tetrades avec 3 spores [+] et une spore [-]. 

a. Laquelle des deux hypotheses ce resultat permet-il de confirmer ? 

b. Quelle conclusion en tirez-vous sur le plan cartographique ? 

4. On dispose d’un plasmide navette (levure et coli) porteur du gene de 
resistance a l’ampicilline et d’une souche B possedant un suppresseur 
informationnel d’ ambre thermostable. Proposez un protocole simple de 
clonage de ce suppresseur informationnel. 

>• Niveau Licence (L3)/Definitions des objectifs. 

- Crible de mutations non-sens letales sous effet d’un suppresseur thermosensible 
de non-sens. 

- Clonage fonctionnel. 
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Solution 

1. Puisque les mutants ne peuvent pas pousser en milieu complet a 42 °C, alors qu’ils 
peuvent pousser sur milieu minimum a 36 °C, cela prouve qu’ils ne sont vraisemblablement 
pas touches dans un gene du metabolisme (en general compensable en milieu complet) mais 
plutot dans un gene, note m, implique dans une fonction vitale du cycle cellulaire. 

2. La premiere hypothese, HI, est toujours possible; il s’agit en general d’une mutation faux- 
sens conduisant, par la substitution d’un acide amine par un autre, a un produit actif mais 
thermoinstable. 

La deuxieme hypothese, H2, n’est possible qu’en raison du protocole utilise : le mutant 
obtenu a perdu une fonction vitale par suite de L apparition d'un codon stop (ambre) dans la 
sequence codante d’un gene m vital, et ne peut etre selectionne que si l’effet de cette muta- 
tion est supprime par le suppresseur informationnel d’ ambre deja present avant la muta- 
genese. 

Pour mettre en evidence 1’ existence de la mutation stop (a travers son effet letal) il faut que 
le suppresseur soit conditionnel, ce qui est le cas ici puisqu’il est thermosensible. 

Le but de ce protocole est, precisement, de pouvoir cribler des mutants non-sens de genes 
impliques dans des fonctions vitales du cycle cellulaire. 

3. a Sous l'hypothese HI le mutant ml a pour genotype (m ,s ; a~, su ,s ) ou rn ,s est la mutation 
thermosensible du gene touche lors de la mutagenese. Dans ce cas, le diploide obtenu dans le 
croisement avec sauvage s’ecrira : 


m ts £TSU ts 

m + a + su' 


Toutes les spores parentales ou recombinees sont ici capables de pousser sur milieu complet 
a 36 °C, ce qui n’est pas compatible avec l’observation de tetrades contenant une ou deux 
spores qui en sont incapables. Le mutant ml n’est pas porteur d’une mutation thermoinstable 
(hypothese 1). 

Sous l’hypothese H2, le mutant ml a pour genotype (m~\ a~, su' s ) ou m est une mutation 
non-sens du gene m touche lors de la mutagenese, mais dont l’effet peut etre supprime par le 
suppresseur su' s . Dans ce cas, le diploide obtenu dans le croisement avec sauvage s’ecrira : 


m a su ,s 

m + a + su' 


Les spores recombinees de genotype ( mr ; a + , su 1 ) sont incapables de pousser sur milieu 
complet a 36 °C en raison de la separation, par recombinaison, entre m et le suppresseur 
actif. Le mutant ml est done un mutant non-sens. . . par mutation ambre puisque son effet est 
corrige par le suppresseur d’ambre de or. 


3. b On a 19 ditype-parentaux, 17 ditypes recombines et 4 tetratypes, ce qui conduit a la 
conclusion que les locus de m et su sont genetiquement independants (f[DP] = /[DR]) et 
physiquement independants (/[T] < 2/3). 


4. Il suffit de fragmenter par digestion partielle le genome de B et d’inserer les fragments en 
un site adequat du plasmide (en general une sequence polylinker clivee par le meme enzyme 
que celui qui a servi a la digestion partielle de B). 
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On amplifie les plasmides recombinants par infection d’une souche de coli etalee sur Mo 
+ ampicilline. On extrait les plasmides et on transfecte le mutant ml qu’on etale sur milieu 
Mo a 42 °C. Le su ts ne peut fonctionner et les genes m et a ne sont pas exprimables, sauf si le 
plasmide apporte le suppresseur d’ambre thermostable de la souche B. 

Exercice 8.6 

Le gene GAZA de Sacchciromyces cerevisiae code pour un activateur de 
certains des genes de metabolisation du galactose GAL1, GALIO . GAZA, 
GAL2\ ces quatre genes possedent, dans leur promoteur, une sequence 
UAS ( Upstream Activating Sequence ) cible de la proteine P GAL4 qui n’est 
activatrice qu’en presence de galactose, celui-ci jouant done le role 
d’inducteur. 

La proteine P GAL4 possede deux domaines physiquement distincts, aux 
fonctions elles-memes distinctes, le domaine DBD (DNA Binding Domain ), 
dans la partie Nter, sert a la liaison de GAL4 a 1’ ADN sur la sequence UAS ; 
1’ autre domaine AD (. Activating Domain), dans la partie C-ter, interagit avec 
le complexe de transcription pour activer celui-ci. 

Par biologie moleculaire, on a pu dissocier la sequence du gene GAZA et 
cloner dans des vecteurs separes la sequence DBD et la sequence AD. 

L’ utilisation de ces deux sequences est a l’origine du premier systeme de 
criblage de gene par la technique des « doubles hybrides ». 

De nombreux genes sont impliques dans le cycle cellulaire, ils codent pour 
des produits qui interagissent entre eux et forment des complexes multime- 
riques permettant le blocage du cycle dans une phase, ou sa transition vers 
la phase suivante. Parmi ces genes, le gene CDK2 ( Cycline-Dependent 
Kinase) a ete clone et code pour une kinase impliquee specifiquement dans 
la transition Gl/S, en association avec le produit d’un autre gene encore 
inconnu. 

On souhaite cloner et identifier le (ou un) gene codant pour la (ou une) 
proteine partenaire de CDK2 et on dispose pour cela de : 

- une souche A de levure, deletee pour les genes UR A3 et LYS2, et porteuse 
de la sequence codante du gene LACZ de coli sous la dependance d’un 
promoteur contenant une sequence UAS specifique de P GAL4 . 

L’ expression du gene LACZ permet la synthese de (3-galactosidase dont 
la presence peut etre phenotypiquement attestee par la coloration bleue 
des colonies quand le milieu contient du X-GAL ; 

- un plasmide B porteur du gene de selection sauvage URA3, et de la 
sequence DBD de GAZA clonee en phase avec la sequence du gene CDK2 
(le domaine DBD etant en extremite N-ter de la proteine de fusion) ; 

- un plasmide C porteur du gene de selection sauvage LYS2 et de la 
sequence AD de GAZA, en amont de laquelle existe un site d’insertion 
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qui peut, par exemple, permettre de cloner en phase la sequence d’un 
ADNc (le domaine AD etant en extremite C-ter de la proteine de fusion) ; 

- des boites de milieu minimum additionne de X-GAL. 

La premiere etape du protocole consiste a extraire des ARNrn de cellules 
d’une culture en croissance exponentielle puis de les transformer en ADNc 
pour cloner ceux-ci dans des plasmides C. 

Apres avoir justifie cette premiere etape. vous proposerez la suite du proto- 
cole. 

>- Niveau Licence-Master (L3, M1)/Definitions des objectifs. 

Selection d’un gene par double-hybride. 

Solution 

• On cherche a isoler un gene specifiant une proteine partenaire du produit de CDK2 ; elle est 
certainement presente dans des cellules en division puisqu’elle est impliquee dans le passage 
en phase S et on doit done obtenir, par extraction et purification, des messagers de ce gene a 
partir desquels des ADNc pourront etre synthetises puis clones en phase avec la sequence AD, 
dans les plasmides C. 

• Des colonies de la souche A ne peuvent se developper sur des boites de milieu minimum si 
les cellules n’ont pas ete, au prealable, cotransformees par le plasmide B qui apporte LIRA 3 
et le plasmide C qui apporte LYS2. 

Le plasmide B permet la presence d’un produit de fusion DBD-CDK2 qui se fixera sur les 
sequences UAS-GAL4, dont celle du gene LACZ, mais il n’y aura pas de transcription de 
celui-ci en absence de la sequence AD. 

La sequence AD est presente dans la cellule, dans une proteine de fusion P-AD, ou P est la 
proteine specifiee par 1’ ADNc clone dans le plasmide C acquis par la cellule. Mais, ne dispo- 
sant pas de domaine DBD, cette proteine de fusion P-AD ne peut stimuler P expression 
d’aucun gene. 

A moins que la proteine P soit precisement le partenaire de CDK2, on peut alors supposer 
(esperer, et cela marche) que P association des deux proteines de fusion DBD-CDK2/P-AD 
va constituer un dimere porteur du domaine DBD en N-ter et AD en C-ter, capable de 
stimuler la transcription de LACZ aussi bien, ou presque, que le ferait la proteine GAL4. 
Alors le gene reporter LACZ sera exprime, et la colonie sera bleue. 

• On transforme done des cellules de la souche A avec les plasmides B et C, ceux-ci ayant 
clone un ADNc, et on etale sur des boites de milieu Mo + X-GAL. On selectionne la ou les 
colonies bleues qui sont susceptibles de contenir l’ADNc d’un gene specifiant un partenaire 
du produit code par CDK2. 

On remarquera que ce gene, clone par la technique des doubles-hybrides (deux proteines de 
fusion ou hybrides s’assemblant pour former l’activateur d’un gene reporter), aura ete iden- 
tifie et clone sans qu’on soit passe par sa mutation et les etapes de la genetique classique. 
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Chapitre 9 


La genetique bacterienne 
conjugaison, transduction, 
transformation 


Ce chapitre se borne a des rappels et a un resume des notions principals de gene- 
tique bacterienne, et concerne exclusivement les eubacteries qui, comrne le coli- 
bacille ( Escherichia coli ), le pneumocoque ou la salmonelle, renferment un 
chromosome constitue d’une molecule d’ADN double-brin, nu et circulaire. 


9.1 INTRODUCTION 

La genetique est nee dans le rnonde eucaryote, le fondement de son analyse repose 
(voir chapitres precedents) sur l’observation des diploides issus de croisements 
conqus par l’experimentateur (test de dominance ou test de complementation fonc- 
tionnelle) puis 1’ etude des produits de la meiose chez ces diploides (test de la segre- 
gation 2/2 ou de la liaison genetique). 

Par 1’ ensemble de ce dispositif experimental, le geneticien peut, a partir de 
plusieurs mutants independants, dont le phenotype differe d’un phenotype de refe- 
rence, determiner si ce sont des mutants simples ou multiples, lesquels sont mutes 
dans le rneme ou un rneme gene, denombrer ainsi le nombre minimal de genes 
impliques dans le phenotype ou le phenomene biologique etudie, cartographier les 
genes lies, voire les sites de mutations au sein d’un meme gene. 

Or aucun de ces principes experimentaux, observation des diploides ou analyse 
des produits de leurs meioses, ne peut s’appliquer a l’analyse genetique chez les 
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procaryotes pour une raison simple et evidente : les procaryotes, et, parmi eux, les 
eubacteries comme Escherichia coli, ne sont jamais diploides. 

Aussi la genetique bacterienne se fonde sur des proprietes specifiques des bacte- 
ries pour entreprendre sa demarche analytique. Celle-ci est utile parce que des meca- 
nismes fondamentaux a tout le monde vivant y sont souvent plus simples a etudier 
que chez la souris ou la drosophile, mais aussi parce que la variete extreme du 
monde bacterien est une mine de decouvertes, pour la biologie fondamentale et pour 
les biotechnologies du futur. 

Toute etude genetique d’un phenomene suppose d’en voir des valiants, ce qui est 
assez facile chez les bacteries qui, comme tous les organismes unicellulaires, 
peuvent etre facilement cultivees dans un milieu simple (milieu minimum) liquide 
ou solide, au sein duquel on peut cribler des mutants du metabolisme, de resistance 
a des toxiques, ou mutes dans des fonctions cellulaires plus essentielles (en general 
des mutations letales conditionnelles ou associees a un suppresseur conditionnel, 
voir chap. 8). 


9.2 MECANISMES BACTERIENS DE SUBSTITUTION 

OU DE COMPLEMENT DE L'INFORMATION GENETIQUE 
ENDOGENE 

La genetique bacterienne se fonde sur trois phenomenes ou mecanismes naturels 
permettant, chez les bacteries, 1’ entice d’ADN exogene venant completer ou 
remplacer localement 1’ information endogene. Ces trois phenomenes sont la conju- 
gaison, la transduction et la transformation. 

9.2.1 La conjugaison 

La conjugaison bacterienne a ete decouverte en 1946 par Josuah Lederberg et 
Edouard Tatum chez E. coli. Ils demontrerent sans ambiguite que deux souches 
bacteriennes porteuses de nombreuses mutations d’auxotrophie differentes 
pouvaient, lors d’une coculture (croisement bacterien), donner des recombinants 
prototrophes capables de pousser sur une boite de milieu minimum, contrairement 
aux deux souches parentales. Ils etablirent la necessite d’un contact entre bacteries 
(excluant ainsi l’hypothese de la transformation, voir plus loin) et visualiserent par 
microscopie l’etablissement d’un pont cytoplasmique a travers lequel on pouvait 
supposer un echange d’ADN, une bacterie receptrice recevant les sequences 
sauvages d’une bacterie donatrice puis renrpla 5 ant par celles-ci les sequences 
rnutees endogenes, acquerant ainsi un genotype sauvage. Le nombre de mutations en 
jeu dans les souches parentales et la frequence des recombinants sauvages excluait 
tout autre phenomene comme des mutations reverses ou suppressives. 

On a introduit le terme de « parasexualite » pour rendre compte du phenomene de 
conjugaison bacterienne et de ses consequences genetiques, puisqu’elle permet le 
brassage des genes, comme la sexualite chez les eucaryotes. 
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Hayes, en 1953, etablit que le transfert de gene est toujours unilateral; des deux 
souches en co-culture l’une est donneuse et l’autre receptrice. Les seuls recombi- 
nants sauvages sont des bacteries de la souche receptrice ayant requ, des bacteries de 
la souche donatrice, les sequences sauvages venant remplacer les sequences rnutees 
endogenes; aucun recombinant sauvage ne pouvant etre issu de bacteries de la 
souche donatrice. 

Pour rendre compte de ce statut donatrice/ receptrice et de la polarite du transfert 
de genes, Hayes a postule puis demontre l’existence d’un facteur de fertilite F dont 
la donatrice est pourvue et la receptrice depourvue ; la premiere est ainsi designee F + 
et la seconde F _ . 

Cependant le facteur F, bien qu’etant une information genetique, se comportait 
differemment des genes. Si les genes etaient transmis avec une frequence d’ environ 
1 0 -7 , le facteur F etait transmis de faqon infectieuse. Dans un croisement, la pi u part 
des bacteries de la souche receptrice devenaient F + , et restaient mutees, auxotrophes, 
tandis que les rares recombinants, qui devenaient sauvages, restaient F _ . 

Ce paradoxe trouva sa solution avec la decouverte par Cavalli-Sforza de bacteries 
Hfr (High frequency of recombination). Les Hfr, contrairement aux bacteries F + , ne 
transmettaient plus leur facteur F de fertilite mais transferaient leurs genes 1 000 fois 
plus efficacement, d’ou un taux moyen de recombinants sauvages de 10 -4 contre 1 0“ 7 . 

En fait, les bacteries d’une souche F + possedent en plus de leur chromosome 
(attache a la membrane plasmique) un « episome », molecule d’ADN double-brin, 
nue et circulaire mais libre. L’ episome F (environ 100 Kb) est 10 a 20 fois plus grand 
qu’un plasmide et se replique de faqon autonome (e’est un replicon). II contient une 
centaine de genes dont ceux qui permettent l’etablissement d’un pont cytoplasmique 
dans l’acte « parascxucl » avec une receptrice, puis le transfert infectieux d’une 
copie de lui-meme a celle-ci qui devient alors F + (fig. 9.1). 

Ainsi, dans la conjugaison entre bacteries F + et F _ , seul l’episome est transfere, ce 
qui explique son caractere infectieux, alors qu’ aucun gene chromosomique n’est 
transfere. 



Figure 9.1 Le pont cytoplasmique entre la bacterie donatrice (a gauche) 
et la bacterie receptrice (a droite). 

II permet le passage d'une copie de I'episome F; le transfert a toujours lieu a partir 
d'une sequence specifique nommee origine de transfert (en gras). 


Par recombinaison homologue en un certain nornbre de sites repartis sur le chro- 
mosome bacterien, l’episome F peut s’integrer a celui-ci. La bacterie devient alors 
Hfr car la conjugaison bacterienne, pilotee par l’episome F, va conduire celui-ci, 
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parce qu’il est integre au chromosome bacterien, a entrainer avec lui tous les genes 
chromosomiques qui sont physiquement attaches derriere son origine de transfert 
(fig. 9.2). Si la conjugaison dure assez longtemps (90 a 100 minutes) sans etre inter- 
rompue, une copie de la totalite du chromosome bacterien peut etre transferee. 



Figure 9.2 Le pont cytoplasmique entre la bacterie donatrice (a gauche) 
et la bacterie receptrice (a droite). 

II permet le passage d'une copie de I'episome F et, avec elle, une copie du chromo- 
some, partielle ou totale selon la duree de la conjugaison. Le transfert a toujours 
lieu a partir de la sequence specifique d'origine de transfert de I'episome (en gras). 


En fonction du lieu et du sens d’insertion de I’episome, e’est-a-dire en fonction de 
la souche Hfr, ce ne sont pas les memes genes qui sont transferes a la suite imme- 
diate de 1’ origine de transfert (fig. 9.3). 



Figure 9.3 Transfert de I'episome. 

Ainsi insere, le transfert de I'episome, a partir de sa sequence d'origine de transfert, 
entrainera les genes c et d en premier et les genes a et b en dernier, s'il n'y a pas 
d'interruption du transfert (insere dans I'autre orientation, I'episome entrainerait 
d'abord b et a, puis d et c en dernier). 

On remarque alors que la totalite de I'episome n'est transferee que rarement puis- 
que sa deuxieme moitie n'est transferee qu'en derniere position, si il n'y a pas eu 
d'interruption, ce qui explique que les receptrices ne deviennent jamais (en fait rare- 
ment) F+. 
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Dans une coculture de souches F + et F _ , seul l’episome est transfere, sauf chez 
quelques donatrices devenues spontanement FIfr, ce qui explique, d’une part, qu’on 
puisse observer des transferts de genes alors que seul l’episome est suppose pouvoir 
ctrc transfere, d’ autre part, que ce transfert est beaucoup moins efficace puisque la 
sous-population de donatrice Flfr est tres petite parmi les bacteries F + . 

Cela explique aussi pourquoi le transfert d’un gene particulier, a partir de dona- 
trices F + , ne donne jamais de resultats repetables puisque, d’une coculture a F autre, 
la sous-population de Flfr spontanees est heterogene et que le gene particulier sera 
plus ou moins efficacement transfere en fonction de l’eloignement du site d’ inser- 
tion de l’episome et de son sens d’insertion dans les quelques Flfr spontanees, diffe- 
rentes les unes des autres pour le site et le sens d’insertion. 

En revanche, avec une souche « pure » Flfr, toutes les bacteries de la souche ont 
leur episome integre au merne site et dans la merne orientation, ce qui conduit a des 
resultats repetables lors du croisement avec une receptrice puisque ce sont toujours 
les mernes genes qui sont transferes dans le merne ordre. 

Jacob et Wollman ont tire parti de ce fait pour etablir une methode de cartographie 
des genes bacteriens par « conjugaison interrompue » selon le principe developpe 
dans l’exemple suivant. 

On croise une coli Flfr sauvage, prototrophe pour F arginine et la proline, et 
sensible a la streptomycine, avec une receptrice auxotrophe pour ces deux acides 
amines, et resistante a cet antibiotique. Puis on preleve, toutes les minutes, deux 
petits volumes de la coculture qu’on etale, apres les avoir fortement agites afin de 
rompre les ponts cytoplasmiques, le premier sur un milieu minimum additionne de 
streptomycine et de proline, le deuxieme sur un milieu minimum additionne de 
streptomycine et d’ arginine. 

On observe le resultat suivant, des colonies apparaissent sur le premier milieu a 
partir du quatrieme prelevement, tandis que des colonies n’ apparaissent sur le 
second milieu qu’ a partir du dixieme prelevement. L’ interpretation suit alors : 

- il faut attendre quatre minutes pour voir apparaitre des recombinants [arg+], toute 
conjugaison interrompue avant quatre minutes ne permet pas d’en avoir; le site 
mute chez la receptrice est done localise entre trois et quatre minutes de temps 
minimal de conjugaison, a partir du site de l’origine de transfert de la Flfr; 

- il faut attendre dix minutes pour voir apparaitre des recombinants [pro + ], toute 
conjugaison interrompue avant dix minutes ne permet pas d’en avoir; le site mute 
chez la receptrice est done localise entre neuf et dix minutes de temps minimal de 
conjugaison a partir du site de l’origine de transfert de la Flfr; 

- la distance entre les sites de mutation arg et pro est egale a 6 minutes (environ 
240 000 pb puisqu’il faut environ 100 minutes pour faire passer les 4,2 millions 
de pb du genome de coli, soit environ 40 000 pb par minute). 

Remarque. La streptomycine joue le role de marqueur de selection des recep- 
trices et permet de bloquer la croissance des Flfr sauvages prelevees dans la 
coculture et qui, en absence de F antibiotique, donneraient des colonies dans 
toutes les boites d’etalement, les rendant ininterpre tables. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

256 Concepts de base et exercices corriges 


C’est a partir de ce protocole simple que Jacob et Wollman ont cartographic les 
centaines de mutations differentes d’incapacite de croissance sur lactose dans les 
recherches qui les conduisirent a la definition de leur modele de Yoperon lactose. 

La parasexualite bacterienne conduit aussi a une consequence importante et utile 
pour 1’ analyse genetique, la sexduction. 

II arrive en effet qu’un souche Hfr redevienne spontanement F + par excision de 
son episome. Dans la tres grande majorite des cas, cette excision est parfaite et 
reconstitue le chromosome, d’une part, et l’episome, d’autre part, mais dans de tres 
rares cas, du fait de l’homologie et de la dispersion des sequences d’insertion de 
l’episome, l’excision englobe a la fois la sequence de l’episome et une sequence 
adjacente du chromosome. L’episome est alors denomme F'(x) ou x represente le 
fragment de chromosome restant integre a l’episome. 

Si une souche F'(x) conjugue avec une receptrice ayant un chromosome entier, la 
receptrice va alors acquerir cet episome et devenir « diploi'de partiel » (on dit aussi 
merodiploi'de) pour la portion x du chromosome bacterien. Cette diploidie partielle 
va permettre, pour les genes localises dans cette portion x, de realiser les tests de 
dominance ou de complementation fonctionnelle qu’on aurait pu croire reserves a la 
seule genetique eucaryote. 

C’est par sexduction avec des episomes C'(lac) que Jacob et Monod ont caracte- 
rise les mutants « recessifs ou dominants » de la region lactose qui leur permirent 
d’etablir le modele de l’operon lactose. 

Remarque. II est necessaire de bien noter que les merodiploides obtenus par 
sexduction sont stables et formeront des clones de merodiploides, tandis que 
la conjugaison (ou, voir plus has, la transduction et la transformation) ne 
saurait conduire a des merodiploides. En effet, la receptrice d’un episome 
F'(x) reqoit un replicon capable de se repliquer de fa 5 on plus ou moins 
synchrone avec le chromosome, tandis que la receptrice d’un fragment 
lineaire d’ADN (conjugaison, transduction ou transformation) ne reqoit pas 
un replicon, cet ADN exogene recombinera plus ou moins partiellement avec 
l’ADN endogene ou disparaitra, mais on n’obtiendra jamais un diploi'de 
partiel. 

9.2.2 La transduction 

C’est un mecanisme de transfert de genes d’une bacterie donatrice a une bacterie 
receptrice, via une capside virale. 

Certains bacteriophages (nom donne au virus bacterien) comme P22 chez Salmo- 
nella ou PI chez coll induisent, durant leur cycle lytique, une fragmentation du 
genome bacterien qui conduit certains de ces fragments a une encapsidation a la 
place d’un genome viral (environ 100 000 pb). 

Ces phages dits transducteurs sont alors capables, en infectant des bacteries 
receptrices, de leur transferer ce fragment de genome bacterien qui peut alors 
remplacer, par recombinaison homologue, une partie ou la totalite de la sequence 
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homologue endogene. Ainsi, une souche de bacteries auxotrophes pour la valine 
traitee avec un lysat transducteur prepare sur une souche sauvage verra 1’ apparition 
de recombinants sauvages [val + ], identifiables par etalement des receptrices survi- 
vantes sur milieu minimum et recuperation de colonies [val + ], 

Bien sur. la multiplicite d’infection (nornbre moyen de phages par bacterie) doit 
etre tics inferieure a 1 car une infection multiple conduirait toutes les receptrices, notam- 
ment celles infectees par un phage transducteur, a etre aussi infectees par un « vrai » 
phage dont l’effet est lytique. Les bacteries ne doivent jamais etre infectees par plus d’un 
phage afin de laisser survivre les recombinants issus de 1’ infection par un phage trans- 
ducteur apportant la sequence homologue de la sequence endogene a recombiner. 

La transduction est un moyen puissant de cartographic des genes et meme de 
cartographic fine (sites de mutations tres proches, voire intrageniques). Si, par trans- 
duction, une souche porteuse de plusieurs mutations peut etre recombinee pour 
toutes celles-ci, cela prouve qu’il y a eu cotransduction (la multiplicite d’infection 
est inferieure a 1) et que tous les sites de mutations sont localises sur un fragment de 
genome dont la taille maximale est egale au genome viral, soit environ 100 000 pb. 
La cotransduction permet, en fonction des genomes donneurs et receveurs, et des 
frequences des differents recombinants, de realiser un « test trois points » et de 
definir entre trois sites lequel est central (chap. 6 et 12). 

La transduction definie ici est la transduction generalisee ; la « transduction 
specialisee » qui n’affecte que quelques genes bacteriens n’est pas abordee dans cet 
ouvrage. 

NB : La transduction est aussi un outil efficace pour construire des souches par 
transfert de mutations de l’une a 1’ autre. 

9.2.3 La transformation 

II fallut attendre 1943 pour que Avery et McLeod, puis d’autres bacteriologistes, 
montrent que la transformation bacterienne observee par Griffiths en 1928 chez 
Streptococcus pneumoniae resultait simplement de la capacite d’une souche bacte- 
rienne a laisser entrer de l’ADN exogene (on dit exogenote) nu susceptible de venir 
transformer le genome endogene (on dit endogenote) par recombinaison, ou de le 
completer par addition, dans le cas d’un plasmide. 

La transformation suppose, dans les conditions naturelles, que les bacteries recep- 
trices soient « competentes », un etat physiologique permettant une entree passive 
ou active de l’ADN exogene (le mecanisme est different selon que les bacteries sont 
gram + ou gram - ). 

La taille de l’ADN exogene implique dans la transformation ne peut guere depasser 
10 000 pb et ne peut done impliquer autant de genes que les fragments operant dans 
la transduction. Par ailleurs, la transformation est beaucoup moins efficace que la 
transduction, du fait que les receptrices doivent etre competentes tandis qu’elles sont 
toujours, sauf exception, aptes a etre infectees par un phage transducteur. 

La decouverte de la conjugaison bacterienne et de la transduction ont fortement 
lirnite l’interet de la transformation comrne outil d’analyse genetique. 
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En revanche, la transformation bacterienne est un outil indispensable du genie 
genetique et de la biologie moleculaire. La transformation d’une receptrice par un 
plasmide est devenue une operation courante pour constituer des banques genomi- 
ques, cloner un gene (tri de la banque, clonage direct...), le sequencer, etudier son 
expression, realiser une mutagenese ciblee de celui-ci, etc. 

De nombreuses operations de la biologie moleculaire sont faciles a realiser et de 
rendement efficace chez la bacterie. Les plasmides sont un excellent vecteur mole- 
culaire pour toutes les manipulations de l’ADN, ils sont faciles a purifier, a mani- 
puler ou a traiter in vitro, a reinsurer par transformation dans une bacterie qui 
assurera le clonage amplificateur de la sequence portee par le plasmide. 

Remarque 1. Lors de la transformation d’une bacterie par un plasmide, en 
general porteur d’un gene de selection positive comme la resistance a un anti- 
biotique, l’ADN du plasmide constitue un replicon qui reste independant du 
genome, un peu comme l’episome. De ce fait, on peut aussi, en clonant de 
l’ADN bacterien dans un plasmide, obtenir des merodiploides susceptibles de 
permettre les tests de 1’ analyse genetique, dominance et complementation 
fonctionnelle, rnais il ne faut pas oublier que le fragment clone est toujours 
d’une dimension restreinte, la transformation ne pouvant impliquer un ADN 
de taille superieure a 10 000 pb. 

Remarque 2. La linearisation d’un plasmide lui fait perdre le statut de 
replicon, et la transformation d’une receptrice par un plasmide linearise ne 
peut conduire qu’a sa perte ou a 1’ integration de tout ou partie du plasmide par 
recombinaison homologue a partir d’une des sequences de son extremite (on 
cible done l’insertion d’un plasmide dans le genome recepteur en le lineari- 
sant a un endroit ou un autre). 


EXERCICES 


Exercice 9.1 

On dispose d’une souche H d ’ Escherichia coli , Hfr, prototrophe, sensible a 
la streptomycine, phenotype note [str s ], et au phage T6, phenotype note 
[tsx s ]. 

On dispose d’une souche A d ’Escherichia coli, L - , auxotrophe pour la 
threonine, phenotype note | thr ], incapable de metaboliser le galactose, 
phenotype note [gal - ], resistante a la streptomycine, phenotype note [str r ], 
et au phage T6, phenotype note [tsx r ], 

Le phage T6 est comparable au phage T4, sa virulence entraine, des 
l’infection de la bacterie, un detournement vers le cycle lytique des 
composes bacteriens accompagnes de dereglements metaboliques et de 
lesions immediates de l’ADN bacterien. 
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On effectue le croisement (coculture) H x A. 

• Dans une premiere experience (tabl. 9.1), on preleve, a des temps varia- 
bles, des echantillons d’un meme volume de la culture que l’on dilue puis 
qu'on etale sur un milieu gelose contenant de la streptomycine et, soit du 
glucose, soit du galactose avec de la threonine. On compte alors le nornbre 
de colonies obtenues sur chacun des deux milieux aux differents temps 
d’etalement. 


Tableau 9.1. 


Duree du croisement 
avant etalement 

0 

5 min 

10 min 

20 min 

30 min 

50 min 

70 min 

Sur milieu glucose 

0 

21 

44 

87 

110 

112 

109 

Sur milieu 

galactose + threonine 

0 

12 

23 

44 

59 

59 

60 


• Dans une deuxieme experience, on preleve, a des temps variables, des 
echantillons d’un meme volume de la culture, auxquels on ajoute une 
quantite saturante de phage T6 avant dilution et etalement sur un milieu 
gelose contenant de la streptomycine et, soit du glucose, soit du galactose 
avec de la threonine. On compte alors le nornbre de colonies obtenues sur 
chacun des deux milieux aux differents temps d’etalement. 

Tableau 9.2. 


Duree du croisement 
avant prelevement 

0 

5 min 

10 min 

20 min 

30 min 

50 min 

70 min 

Glucose 

0 

0 

10 

54 

96 

108 

110 

Galactose 
+ threonine 

0 

0 

0 

0 

24 

60 

58 


1 . Interpretez la deuxieme experience : 

- en precisant le role du phage T6. Comment feriez-vous 1’ etude dans le 
cas ou votre stock de phage T6 serait epuise ? 

- en concluant sur le plan cartographique. 

2. En quoi et pourquoi les resultats de la premiere experience different-ils 
de ceux de la seconde, sans leur etre contradictoires ? Que permettent-ils 
de conclure ? Quelle precision ne peuvent-ils apporter ? 

3. Pourquoi le nornbre de colonies [gal + ] ou [thr + ] finit par atteindre un 
maximum ? Pourquoi ce maximum n’est pas le meme pour les deux 
phenotypes recombinants ? 
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>• Niveau Licence (L2, L3)/Definitions des objectifs. 

- Comprendre la conjugaison et ses consequences genetiques. 

- Cartographie des genes par conjugaison. 

Solution 

1. En ajoutant le phage T6 on tue les bacteries sensibles de la souche Hfr et on interrompt la 
conjugaison puisqu’il s’agit d’un phenomene actif ou l’ADN est duplique puis transfere vers 
la receptrice. 

Les receptrices sont resistantes et echappent a Faction de T6 et pourront se developper dans 
le milieu d’etalement, du fait de leur resistance a la streptomycine, mais a la condition d’ avoir 
regu et recombine la sequence sauvage homologue de la mutation thr . pour le premier 
milieu, ou la sequence sauvage homologue de la sequence mutee gal pour le second milieu. 
Ce protocole de conjugaison interrompue permet de conclure que la sequence thr + n’est pas 
transferee avant au moins 5 min de conjugaison (entre 5 et 10) et que la sequence gal + ne 
Test pas au moins avant 20 min (entre 20 et 30); les deux mutations sont done distantes 
d’environ 15 min de temps de conjugaison. 

En absence de phage T6, on procederait a une forte agitation (vortex) qui rompt les ponts 
cytoplasmiques. 

Remarque. La precision d’un protocole de conjugaison interrompue peut descendre 
facilement a un intervalle d’une minute; par ailleurs, en faisant un graphe et en extra- 
polant vers l’axe des abscisses la droite d’accroissement du nombre de colonies, on 
peut estimer plus finement le temps de conjugaison minimal avant Fentree de chacun 
des genes. 

2. Dans la premiere experience, des colonies [thr + ] et meme [gn/ + ] apparaissent des la 
cinquieme minute alors qu’on vient de conclure que les sequences thr + et gal + n’entraient pas 
avant 5 et 20 min respectivement, mais ces observations n’ont qu’une contradiction appa- 
rente avec celles de la deuxieme experience, car ici F absence de traitement au phage T6 
(et d’ agitation) laisse les conjugaisons se poursuivre sur la boite apres l’etalement. 

Ce protocole de conjugaison non interrompue est beaucoup moins precis car il donne l’ordre 
d’entree mais pas la distance en temps de conjugaison. Seule l’interruption permet d’affirmer 
qu’avant un temps donne la sequence testee n’est jamais entree, 

Dans la mesure ou il y a toujours plus de thr + que de gal + , on doit conclure que thr + passe en 
premier. En effet si tel est le cas, il y aura un certain nombre de conjugaisons spontanement 
interrompues entre le passage de thr + et celui de gal + , de sorte que le nombre de receptrices 
ayant regu thr + sera toujours plus eleve que le nombre de receptrices ayant regu gal + . 

3. La difference de frequence entre les deux types de recombinants vient d’etre explicitee; il 
reste a comprendre pourquoi la frequence de chaque type recombinant tend vers un maximum. 
En fait, la population de receptrices est une population finie ; pour chaque receptrice conju- 
gant, il existe une probabilite d’ interruption spontanee apres le transfert d’un gene donne; 
probabilite dont la valeur est d’autant plus grande que ce gene est pres de l’origine de trans- 
fert. De ce fait, il y aura un maximum de recombinants, pour ce gene, egal au produit du 
nombre de receptrices par la probabilite d’ interruption apres le transfert du gene. Ce 
maximum sera atteint des que le temps de culture est tel que presque toutes les receptrices 
ont commence a conjuguer. 

Ce maximum est fonction de la probabilite d’ interruption apres le passage du gene et done de 
la proximite du gene par rapport a l’origine de transfert. Le niveau des « plateaux » ou des 
« plafonds » donne bien l’ordre d’entree des genes. 
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Exercice 9.2 

On dispose d’une souche C de coli, prototrophe et resistante au phage Tx, 
phenotype note [Tx R ], a part i r de laquelle on prepare un lysat de phage 
transducteur PI, pour transduire une souche receptrice [gal - , pyr - ], 
sensible au phage Tx. 

1. L’ analyse, par repliques, de 210 recombinants [gal + ] donne les resultats 
suivants, que vous interpreterez : 

[Tx s , pyr - ] : 55 [Tx R , pyr - ] : 45 [Tx s , pyr + ] : 5 [Tx R , pyr + ] : 105 

2. A partir de la souche C, on isole quatre mutants independants [gal - ], 
notes ml, m2, m3 et m4 qui sont restes resistants au phage Tx et prototro- 
phes pour les pyrimidines. 

Puis, par transduction, on selectionne les derives [gal - , Tx s , pyr - ] de ces 
mutants, notes dl, d2, d3 et d4. 

On est alors en mesure de transduire les souches dl, d2, d3 et d4 par des 
lysats de phages transducteurs PI obtenus sur ml, m2, m3 ou m4 
(tabl. 9.3). 

On selectionne alors les recombinants [gal + , pyr + ] et on teste, par repli- 
ques, la resistance au phage Tx (tabl. 9.3). 

Faire une carte fine des mutations gal affectant les mutants ml, m2, m3 
et m4 (schemas indispensables pour la demonstration). 


Tableau 9.3. 


Souche donnant 
un lysat PI 
(donatrice) 

Souche transduite 
(receptrice) 

Recombinants 
lgal+, pyr ] 

Resistants [Tx R ] 

ml 

d2 

85 

43 

ml 

d3 

102 

92 

ml 

d4 

82 

41 

m2 

d3 

75 

69 

m4 

d2 

60 

53 


>- Niveau Licence (L2, L3)/Definitions des objectifs. 

- Transduction, cartographic de genes par test trois points. 

- Cartographic de sites par test quatre points. 


Solution 

1. Le fait d’obtenir des recombinants [gal + 


pyr + ; Tx R ] prouve que les trois genes (s’il s’agit 


de trois genes differents) sont cotransduits et, done, localises assez pres les uns des autres 
(dans 100 000 pb au plus). La question est done de savoir lequel des trois genes est central. 
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L’ estimation des differents types de recombinants parmi les [gal + ] permet de repondre a cette 
question, il s’agit d’un test trois points. 

Plusieurs methodes de raisonnement existent, l’une d’entre elle (tabl. 9.4) consiste a detailler 
et a denombrer tous les evenements susceptibles de donner les differents types de recombi- 
nants, sous les trois hypotheses cartographiques, puis de confronter les resultats attendus a 
ceux observes, afin d’en deduire la bonne cartographie, en excluant deux des trois hypo- 
theses et en demontrant que celle qui reste est la seule valable (double argumentation nega- 
tive et positive). 

Le troisieme ordre (pyr central, tabl. 9.4) est incoherent avec les observations, car le recom- 
binant [Tx R ; pyr ] exigerait alors quatre recombinaisons et ne saurait etre plus frequent que 
le recombinant [Tx s ; pyr + ] qui n’en exigerait que deux (un recombinant etant d’autant plus 
rare que le nombre d’evenements de recombinaisons pour le former est eleve). Cet ordre est 
done exclu car incoherent avec les observations. 

Le deuxieme ordre (tx central) est coherent avec les observations, car le recombinant 
[Tx s ; pyr + ] qui exige quatre recombinaisons est bien le plus rare des recombinants observes, 
les autres n’exigeant que deux recombinaisons. 


Remarque. Les frequences respectives des trois autres recombinants n’exigeant que 
deux evenements de recombinaisons dependent alors des tailles respectives des zones 
de recombinaison, la probability d’un evenement de recombinaison etant d’autant 
plus elevee que la zone a une taille plus grande. 


Tableau 9.4 Trois cartographies possibles. 

Pour chacune, I'evenement selectionne par I'etalement (selection des recombi- 
nants [ga/+] est indique en gras, puis, sur chaque ligne, les sites de recombinai- 
sons necessaires pour obtenir les differents types de recombinants observes. Les 
chiffres 1, 2, 3 et 4 indiquent les zones ou une recombinaison moleculaire est 
necessaire pour integrer le gene du recombinant obtenu. (On preferera garder le 
terme de crossing-over pour les recombinaisons reciproques observees dans la 
meiose des diploides.) 
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Mais pour accepter cette cartographie (Tx central), il est egalement necessaire de rejeter le 
premier ordre en demontrant son incoherence avec les observations. Ici le raisonnement est 
different, car tous les recombinants n’exigeraient que deux evenements de recombinaisons ; 
il consiste a comparer deux groupes de recombinants afin de demontrer 1’ incoherence entre 
1’ ordre postule et les observations : 

- parmi les recombinants resistants, les recombinants [pyr + ] sont plus frequents que les 
recombinants [pyr - ], ce qui permet de conclure, en fonction de la remarque precedente, 
que la zone 4 est au moins deux fois plus grande que la zone 3 ; 

- parmi les recombinants sensibles, les recombinants [pyr + ] sont moins frequents que les 
recombinants [pyr - ], ce qui permet de conclure, en fonction de la meme remarque, que la 
zone 4 est environ dix fois plus petite que la zone 3. 

Comme une zone ne peut a la fois etre plus grande et plus petite qu’une autre, cet ordre 
aboutit a une incoherence avec les resultats, ce qui permet de le rejeter. 

2. Il est propose ici de faire une carte fine par un test 4-points, le marqueur Tx servant de 
reference interne pour situer les mutations gali et galj. 

En effet, la carte est connue pour les locus gal, Tx et pyr, il ne s’agit que de situer les muta- 
tions gal. 

Pour chaque croisement, deux cartes sont possibles (fig. 9.4), ou sont indiquees, en traits 
pleins, les recombinaisons obligatoires, compte tenu des phenotypes recombinants [gal + , pyr + ] 
selectionnes, et, en pointilles, (grands ou petits) les recombinaisons qui ont pu, selon les cas, 
conduire a des phenotypes sensibles ou resistants pour le phage Tx. 



Figure 9.4 Carte des mutations. 

La sequence Tx est centrale, deux ordres sont possibles selon que gal ) est central 
entre galj et Tx ou selon que galj est central entre gal , et Tx. 


Dans le cas du premier ordre, la frequence des recombinants resistants sera nettement supe- 
rieure a celle des sensibles, car deux recombinaisons supplementaires (en plus de celles qui 
sont selectionnees pour apporter pyr + et gal + ) sont necessaires pour avoir des recombinants 
sensibles. 


Dans le cas du deuxieme ordre, le nombre de recombinaisons est le meme et les frequences 
des resistants et des sensibles ne dependront que des distances respectives du locus Tx au 
locus gal et pyr. 


Or, compte tenu des resultats du test trois points de la question precedente, la recombinaison 
entre les locus Tx et gal (55 cas) est aussi frequente que celle entre Tx et pyr (45 cas), ce qui 
permet d’affirmer qu’on attend alors autant de recombinants resistants que de sensibles. 
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Done si gcilj (donatrice) n’est pas central, la frequence des resistants sera nettement supe- 
rieure a celle des sensibles et si gal { est central, la frequence des resistants sera a peu pres 
egale a celle des sensibles. D’ou la possibility d'ordonner les sites de mutation (fig. 9.5). 



Figure 9.5 Ordre des sites de mutation gal. 

La premiere transduction (donatrice ml, receptrice m2) donne 43 resistants et 
42 sensibles done ml est central entre m2 et Tx; la deuxieme transduction donne 
92 resistants pour 10 sensibles, done ml est exterieur, m3 est central entre ml 
et Tx, etc. 


Exercice 9.3 


On dispose de quatre souches Hfr comme indique en annexe et d’une souche F - , 
porteuse d’une mutation responsable du phenotype [gal - ] et resistante a la 
rifampicine (un antibiotique). 

Pour localiser cette mutation on realise en parallele quatre croisements entre 
la souche F - et chaque Flfr, durant 45 mn et on etale sur un milieu adequat. 

a. Quel est ce milieu ? 


b. On observe des colonies unique- 
ment dans la boite d’etalement 
du croisement avec les Flfr 1 : 
designez, tres precisement, sur 
la carte en annexe, sans justifica- 
tion, la position de la mutation 
responsable du phenotype [gal - ]. 

La carte jointe indique l’origine 
et le sens de transfert du chromo- 
some dans chacune des Hfr. 



NB : pour Hfrl ou Hfr2, thr (threonine) est done tres proche de l’origine 
de transfert. On rappelle que le passage du chromosome entier exige ici 
90 minutes. 


Solution 

1. MO(gal) + rifampicine, pour selectionner des receptrices (rifampicine) ayant re£u et 
recombine la sequence GAL + . 

2 . II suffit de tirer un diametre a partir de chaque origine de transfert pour visualiser la demi- 
circonference genomique (45 mn) transmise et voir que les observations situe la sequence 
GAL + a 14 heures sur le genome, le locus thr correspondant au « midi » de l’horloge, un peu 
en « amont » de f origine de transfert de la Hfr2. 
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Chapitre 10 


Problemes de genetique 
chez la levure 


La levure de boulangerie, Saccharomyces cerevisiae, est un organisme unicellulaire 
haplodiplobiontique (cycle haploide et cycle diploide de meme importance). Sa 
multiplication vegetative est assuree par le bourgeonnement d’une cellule fille a 
partir d’une cellule mere, les deux cellules etant porteuses d’un noyau contenant le 
meme lot de chromosomes a Tissue de la division nucleaire (mitose). 

Deux cellules haploides, de signe sexuel different MATa et MAT a, sont capables 
de fusionner pour donner une cellule diploide dont la multiplication vegetative suit 
les memes regies que celles des cellules haploides. 

L’etalement de cellules sur une boite de milieu nutritif (au rnoins une source de 
carbonc, une source d’azote et des elements mineraux, plus d’eventuels apports en 
cas d’auxotrophie) aboutit a la formation de colonies, clones de cellules issues d’une 
cellule initiale. Ces colonies sont bien individualists si le nombre de cellules 
etalees est faible (quelques dizaines ou centaines); elles sont jointives et forment un 
tapis cellulaire continu des que leur nombre est eleve (plusieurs milliers). 

Pour croiser deux souches haploides de levure, il faut les rnettre en contact sur une 
boite de milieu, de maniere a ce que des colonies diploides puissent s’y developper 
tout en prenant garde qu’aucun des deux parents haploides ne puissent s’y multi- 
plier. Dans ce but, on choisit toujours de croiser entre elles, sur un milieu minimum, 
des souches porteuses de mutations d’auxotrophie differentes, de sorte que les 
parents ne peuvent s’y developper alors que les diploides le peuvent, par comple- 
mentation fonctionnelle. De ce fait, dans le croisement d’une souche mutante par 
une souche SSR, cette derniere est « sauvage » pour le (ou les) gene(s) implique(s) 
dans le phenotype etudie, rnais les deux souches sont obligatoirement porteuses de 
mutations d’auxotrophie servant de « marqueurs de selection des diploides » (chap. 5). 
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Pour etudier les produits de la meiose, il est necessaire d’induire la sporulation de 
cellules diploides afm de recueillir les spores haploides. L’ analyse genetique des 
spores issues de la meiose est directe puisqu’elles sont cultivables. Ce n’est pas le 
cas des gametes chez les organismes diplobiontiques (cycle haploide reduit aux 
gametes, drosophile par exemple) oil leur analyse genetique est indirectement 
realisee par 1’ analyse d’une descendance issue du croisement entre le donneur des 
gametes a analyser et un autre parent (FI x FI ou test-cross). 

Les spores sont obtenues par etalement de cellules diploides sur un milieu de 
sporulation (pauvre en elements azotes). Les cellules diploides y arretent leur multi- 
plication, passent en meiose et donnent un asque contenant quatre spores haploides 
en phase stationnaire. 

La dissection de F asque et 1’ etalement des spores de chaque asque, sur un milieu 
adequat, permettent a chacune d’initier un developpement clonal haploide sous la 
forme de colonies individualisees. 

Ce milieu de developpement des spores doit contenir tous les elements autorisant ce 
developpement, notamment les apports correspondant aux auxotrophies parentales des 
marqueurs de selection des diploides, qu’on retrouvera chez certaines des spores, plus 
les elements correspondant eventuellement au(x) gene(s) etudie(s) dans le croisement. 

Pour determiner le genotype des spores haploides, il faut tester leur phenotype 
d’auxotrophie en repiquant quelques cellules de chaque colonie sur autant de 
milieux adequats qu’il y a d’ auxotrophies en jeu. On peut tester le signe sexuel en 
testant leur capacite a former des diploides avec une souche MATa ou MAT a. Le 
genotypage du (ou des) gene(s) etudie(s) dans le croisement est assure par un test 
phenotypique specifique. 


PROBLEMES 


Probleme 10.1 

On connait chez la levure Saccharomyces cerevisiae trois genes, nommes A, 
B et C, dont les mutations peuvent conferer respectivement le phenotype 
[ade - ] ou [leu - ] ou [his - ]. Ces trois phenotypes d’auxotrophie sont recessifs. 

Le gene A est situe sur le chromosome I, pres du centromere, le gene B est 
situe sur le chromosome III, pres du centromere, le gene C est distant du 
gene B de 20 unites de recombinaison. On suppose qu’il n’y a, au plus 
qu’un crossing-over possible entre les locus des genes B et C. 

On croise une souche rnutee dans les genes A et C, de phenotype 
[ade - ; his - ], par une souche rnutee dans le gene B, de phenotype [leu - ]. 

1 . Quelle est la composition du milieu de culture des deux souches paren- 
tales et celle du milieu de croisement ? Justifiez votre reponse. 

2. Vous ferez le schema clair de chacun des scenarios possibles de la 
meiose, en precisant a chaque fois le genotype et le phenotype des spores 
qui en sont issus. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

10 • Problemes de genetique chez la levure 269 


1 3. Quelles sont les frequences respectives de chacun de ces scenarios et des 
differents types de spores qui en sont issus ? 

>- Niveau Licence (LI, L2)/Pre-requis : chapitres 2 et 3. 

Solution 

I.La souche [ade ; his - ] doit etre cultivee sur un milieu minimum (Mo) additionne 
d’adenine et d’histidine puisqu’elle est auxotrophe pour ces deux molecules; la souche [leu - ] 
est cultivee sur Mo + leucine. 

Mais le croisement peut et doit se faire sur milieu Mo, ainsi les spores haploi'des ne peuvent 
developper des colonies et on est sur que les colonies recuperees sont diploides, ayant pu 
pousser grace a la complementation fonctionnelle pour les trois mutations d’auxotrophie. 
Ces mutations servent de « marqueurs de selection » des diploides. 

2. La meiose peut suivre quatre scenarios qui correspondent aux diverses dispositions meta- 
phasiques possibles des genes entre eux. 

Si on considere d’abord les genes A et B (pris independamment de C), on a deux scenarios 
possibles de la meiose (fig. 10.1 et fig. 10.2), selon les deux dispositions metaphasiques equi- 
frequentes correspondant a fassortiment aleatoire des paires de chromatides non homolo- 
gues (chap. 3 et 4). 

Si on considere le gene C par rapport au gene B, chacun des deux scenarios precedents se 
subdivise en deux sous-scenarios selon qu’il y a (fig. 10. 1 et 10.2, a droite) ou qu’il n’y a pas 
(fig. 10.1 et 10.2, a gauche) un crossing-over entre B et C. 

Remarque. II n’y a pas d’ autre scenario possible car les deux genes A et B sont proches 
de leurs centromeres respectifs; il n’y a done pas de crossing-over possible entre le 
locus d’un gene et son centromere, ce qui conduirait une meme meiose a produire 
quatre types de gametes differents, deux parentaux plus deux recombines (chap. 4). 

Les phenotypes des spores sont faciles a deduire de la presence ou de l’absence des muta- 
tions d’auxotrophie (tabl. ci-dessous, colonnes 1 et 2), sachant qu’il existe huit combinaisons 
possibles issues du brassage genetique pour trois genes dialleliques (2 3 !). 

Ensemble des genotypes possibles des spores 

ISSUES DES MEIOSES DECRITES FIGURES 10.1 ET 10.2. 


Genotypes 

Phenotypes 
ade leu his 

Frequences 
(calculees question 3) 

A 

B 

C 

+ 

+ 

+ 

2/40 

A 

B 

c 

+ 

+ 

- 

8/40 

A 

b 

c 

+ 

- 

+ 

8/40 

A 

b 

C 

+ 

- 

- 

2/40 

a 

B 

c 

- 

+ 

+ 

2/40 

a 

B 

C 

- 

+ 

- 

8/40 

a 

b 

c 

- 

- 

+ 

8/40 

a 

b 

C 

- 

- 

- 

2/40 


Remarque. Une spore (gamete) comme (a; B; C ) peut etre parentale relativement a 
deux genes (ici le couple de genes A et B) et recombinees relativement a deux autres 
(ici le couple de genes A et C ou le couple de genes B et C). 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

270 Problemes corriges 



i 1 



I I 

Spore ~ A ~ b Spore ~ A ~ b q 



Figure 10.1 Premiere disposition metaphasique possible (scenario 1) 
de probabilite 1/2 sur I'ensemble des meioses. 

X figure la probabilite d'avoir un crossing-over entre 8 et C. 
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I I 


Meiose II, metaphase 


a 

b 

C 

O 1 

O 1 


a 

b 

c 

4 

B 

c 

O 1 

O 1 


4 

B 

C 


Meiose II, metaphase 


a 

b 

C 

O 1 

O 1 


a 

b 

C 

4 

B 

C 

O 1 

O 1 


4 

B 

c 


4 


Spore a b C 

_D I Q I L 


Spore a b c 
_Q I Q I L 


Spore A 

_Q l 

B 

_Q 1 

c 

1 

1 i 


Spore 

B 

c 

_Q 1 

O 1 

l_ 


4 


Spore a b C 

_Q I Q I L 


Spore a b 

_Q I O I 


Spore ^ 

_Q l 

B 

_Q 1 

C 

l 

1 1 


Spore ^ 

B 

C 

_Q 1 

O 1 

l_ 


Figure 10.2 Deuxieme disposition metaphasique possible (scenario 2) 
de probabilite 1/2 sur I'ensemble des meioses. 

X figure la probabilite d'avoir un crossing-over entre B et C. 


3. Si on designe par X la probabilite d’avoir un crossing-over entre les locus des genes B et C, 
alors les scenarios 1-a et 2-a ont, sur I’ensemble des meioses, une frequence egale a (1 - X), 
soit une frequence individuelle egale a (1 - X)/2, puisque chacun d’entre eux est equifrequent 
du fait de la disposition aleatoire des paires de chromatides non homologues, et la frequence 
des scenarios 1 -b ou 2-b est egale a X 12. 

La distance entre les locus des genes B et C est egale a 20 unites de recombinaison, ce qui 
signifie que la frequence des spores recombinees pour ces deux genes est egale a 20 %. 


Or ces spores recombinees, pour les genes B et C, represented la moitie des spores issues des 
meioses des scenarios 1 -b et 2-b, ce qui signifie que (X/2 + X/2)/2 = 0,20, d’oii X = 0,40. 
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Chacun des scenarios 1-a et 1-b a une frequence egale a 0,30, et chacun des scenarios 1-b 
et 2-b a une frequence egale a 0,20. 

Connaissant les frequences des scenarios et les frequences des differents types de spores qui 
en resultent, il est facile de calculer les frequences des huit types possibles de spores 
(tabl. p. 269, colonne 3). 

Remarque. Le fait que les locus des genes A et B soient tres proches de leurs centro- 
meres respectifs limite le nombre de scenarios possibles de meioses. 

En effet, si le locus du gene A etait situe assez loin de son centromere pour qu’un 
eventuel crossing over puisse survenir entre eux, on voit bien que chacun des quatre 
scenarios se subdiviserait de nouveau en deux cas, avec ou sans crossing-over entre A 
et son centromere. Cela ferait huit scenarios possibles, et meme seize, si on admet 
qu’un crossing-over puisse aussi survenir entre le locus du gene B et son centromere. 

Cela ne changerait pas le nombre de types differents de spores, qui resterait toujours egal a 
huit, mais cela changerait leurs frequences respectives, en fonction des frequences des diffe- 
rents scenarios. 

11 convient en effet de noter que les scenarios 1-a et 2-a qui conduisaient toujours, pour les 
genes A et B. a quatre gametes parentaux, deux a deux identiques, ou a quatre gametes 
recombines, deux a deux identiques, conduiraient, dans le cas d’un eventuel crossing-over 
entre le locus du gene A et son centromere, a quatre gametes tous differents, deux parentaux 
et deux recombines. 

Ce phenomene est facile a mettre en evidence chez certains organismes (champignons asco- 
mycetes) ou il est possible de faire 1’ analyse genetique des produits de chaque meiose isole- 
ment (analyse de tetrades, chap. 4), ce qui n’est jamais le cas dans la plupart des especes ou 
l’analyse genetique est une analyse de gametes en vrac, soit directe quand il s’agit de spores 
qui peuvent donner des clones ou des organismes haploides (mousses, champignons), soit 
indirecte, par des croisements, quand la phase haploide est reduite aux gametes (la plupart 
des vegetaux, et les animaux). 


Probleme 10.2 

On entreprend l’etude de plusieurs souches de levure auxotrophes pour la 
leucine et/ou 1’ isoleucine et/ou la valine et/ou 1’ arginine. 

Il est important de savoir que les chaines de biosynthese de la leucine, l’isoleu- 
cine et la valine partagent en commun des enzymes et dans un cas (leucine 
et valine) un intermediate commun, comme cela est rappele en annexe. 

Question 1. 

On teste ces souches sur plusieurs milieux ou « + » et « - » indiquent 
respectivement la capacite et l'incapacite d’y pousser. 

a. Defmissez, avec la precision que permet ce tableau, le phenotype des 
souches ; justifiez vos reponses. 

b. Dans combien de genes au minimum sont elles mutees ? 
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Souche 

Milieu 

minimum : Mo 

Mo + iso 
+ leu + val 

Mo + arg 

Mo + iso + leu 
+ val + arg 

1 (SSR) 

+ 

+ 

+ 

+ 

2 

- 

+ 

- 

+ 

3 

- 

+ 

- 

+ 

4 

- 

+ 

- 

+ 

5 

- 

+ 

- 

+ 

6 

- 

+ 

- 

+ 

7 

- 

- 

- 

+ 

8 

- 

+ 

- 

+ 

9 

- 

+ 

- 

+ 

10 

- 

+ 

- 

+ 

11 

- 

+ 

- 

+ 


Question 2. 

On precise les exigences auxotrophiques en repiquant ces souches sur les 
milieux suivants (tableau ci-dessous). En vous aidant du schema des chaines 
de biosynthese de He, Val et Leu presente en annexe, vous preciserez, quand 
c’est possible, dans quelle etape ou gene chacune des souches est rnutee, si 
elle est rnutee dans un seul gene, et dans quels genes elle est rnutee si elle 
peut (ou doit) etre rnutee dans plusieurs genes. 

NB : faire trois raisonnements en regroupant les souches de me me pheno- 
type, (7 et 10), (2, 8,9,1 1) et (3,4, 5, 6). 


Souche 

Mo 

Mo + 
leu 

Mo + val 

Mo + iso 

Mo + val 
+ iso 

Mo + val 
+ iso + 
leu 

2 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

3 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

4 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

5 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

6 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

7 

avec apport de 
arg dans tous 
les milieux 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 
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Souche 

Mo 

Mo + 
leu 

Mo + val 

Mo + iso 

Mo + val 
+ iso 

Mo + val 
+ iso + 
leu 

8 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

9 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

10 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

11 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 


Question 3. 

Chaque souche mutante est croisee avec la souche 1 (SSR). On teste le 
diploide sur Mo. Puis chaque diploide est mis a sporuler; les spores sont 
etalees sur milieu complet et on determine leur phenotype par repliques sur 
milieux adequats. On observe les resultats suivants (tableau ci dessous oil 
« + » indique la capacite de croissance) : 


Croisement 

Diploide 2 n 
sur milieu 
Mo 

Croissance des spores issues des diploides sur milieux 
et effectifs observes (nt = non teste) 

Mo 

M + val 
+ iso + leu 

Mo + arg 

Mo + val 
+ iso + leu 
+ arg 

1 x 2 

+ 

45 

91 

nt 

nt 

1 x 3 

+ 

23 

75 

nt 

nt 

1 x 4 

+ 

31 

59 

nt 

nt 

1 x 5 

- 

15 

28 

nt 

nt 

1 x 6 

+ 

14 

30 

nt 

nt 

1 x 7 

+ 

43 

57 

58 

113 

1 x 8 

+ 

22 

45 

nt 

nt 

1 x 9 

+ 

24 

50 

nt 

nt 

1 x 10 

+ 

29 

53 

nt 

nt 

1x11 

+ 

12 

23 

nt 

nt 


a. Pourquoi n’a-t-on utilise les deux derniers milieux que pour un seul des 
croisements ? 

b. Quel est le but de ces croisements et quelles sont les conclusions geneti- 
ques que vous en tirez ? 
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c. Vous justifierez vos conclusions pour le croisement 1x3 avec l’aide 
d’un test de % 2 . On rappelle les valeurs seuil au risque de 5 % : 3,84 si 
ddl = 1 ; 5,99 si ddl = 2 et 7,8 si ddl = 3. 

II est indispensable de faire figurer les genotypes dans votre argumen- 
tation. 

Question 4. 

Toutes les souches auxotrophes sont alors croisees entre elles et on teste le 
phenotype des diploides sur un milieu Mo. on observe les resultats suivants 
(tableau ci-dessous) : 



2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

2 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

3 


- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

4 



- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

5 




- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

6 





- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

7 






- 

+ 

+ 

- 

+ 

8 







- 

+ 

+ 

- 

9 








- 

+ 

+ 

10 









- 

+ 

11 










- 


Quel est le but de ces croisements et quelles sont les conclusions geneti- 
ques que vous en tirez ? 

Question 5. 

Certains des diploides precedents sont mis a sporuler afm de recueillir les 
spores et de tester leur phenotype ; le tableau ci-dessous rapporte les resul- 
tats de deux d’ entre eux que vous interpreterez (en quelques phrases courtes, 
on ne demande pas ici une longue argumentation). 


Croisements 

Nombre de spores 
poussant sur Mo 

Nombre de spores 
poussant sur 

Mo + iso + leu + val 

2X4 

24 

101 

2X9 

1 

199 
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Biosynthese de I'isoleucine, la valine et la leucine : 

- Les enzymes sont en majuscules et les metabolites intermediaires sont en minuscules. 

- Les trois chaines partagent en commun des enzymes. 

- Les chaines de biosynthese de Val et Leu partagent un meme metabolite interme- 
diaire (e). 



Y 


Z 


TRANS 


f 

► 

g 


Leu 


t 


a 

* 

b 

* 

c 

* 


AHA 


IR 


DH 


AHA 


IR 


DH 

+ ■ 


k 



t 


TD 


Val 


TRANS 


TRANS 


Iso 


h 


>• Niveau L2-prepa/pre-requis : chapitres 2, 3, 5, 8 
Solution 
Question 1. 

a. La souche 1 (SSR) est [arg + , leu + , iso + , val + ]. Les souches mutantes sauf la souche 7 sont 
[arg + , iso - et/ou vah et/ou leu - ] ; en effet elles peuvent pousser sur Mo + iso + leu + val et sont 
done [arg + ], mais ne peuvent pousser sur Mo ce qui signifie qu’elles possedent au moins une 
auxotrophie ou peut etre deux, voire les trois. 

b. La souche 7 est [arg , iso - et/ou vaL et/ou leu - ]. La souche 7 est mutee dans au moins deux 
genes, un premier implique dans la voie de biosynthese de L arginine, un deuxieme respon- 
sable d’au moins une auxotrophie. Les autres souches sont mutees dans au moins un gene 
d’une des trois chaines de biosynthese de iso et/ou leu et/oui val. 

Question 2. Milieux de culture 

- Les souches 7 et 10 sont capables de croitre sur Mo + val + iso et sont done [leu + ], par 
ailleurs elles peuvent pousser sur Mo + iso et sont done aussi [val + ]; comme elles ne 
peuvent pousser sur Mo, elles sont [iso - ] et la seule fagon d’etre [leu + , iso - , val + ] est d’etre 
mutee dans le gene TD. La souche 10 est un mutant simple, la souche 7 est un mutant touche 
dans le gene TD et un gene (au moins un) de la chaine de biosynthese de T arginine. 

- Les souches 2,8,9, 1 1 presentent plus d’une auxotrophie puisqu’elles ne peuvent pousser ni 
sur Mo + iso, ni sur Mo + val, ni sur Mo + leu et sont [leu-] puisqu’elles ne peuvent pousser 
sur Mo + iso + val. Elles sont done [leu - , val - et/ou iso ] et sont done mutees soit dans un 
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seul gene qui peut etre TRANS ou DH ou IR ou AHAS, ce qui conduit a une triple auxo- 
trophie, ou dans deux genes, le premier etant X, ou Y, ou Z et le deuxieme un des autres 
genes. On ne peut dire si ce sont des mutants simples ou non. 

- Les souches 3,4, 5, 6 sont [val + , iso + ] puisqu’elles peuvent croitre sur Mo + leu, et sont [leu ] 
puisqu’elles ne poussent pas sur Mo; la seule fagon d’etre [leu , val + , iso + ] est d’etre mutee 
dans X et/ou Y et/ou Z. On ne peut dire si ce sont des mutants simples ou non. 

Question 3. 

a. Les deux derniers milieux contiennent de 1’ arginine et sont destines a s’affranchir de l’auxo- 

trophie pour cet acide amine qui ne concerne que la souche 7. 

b. Le but de ce croisement est double : 


- le phenotype du diploide 2 n permet de statuer sur la dominance ou la recessivite du pheno- 
type mutant; ici on peut conclure que tous les phenotypes mutants sont recessifs vis-a-vis 
du phenotype sauvage sauf celui du mutant 5. 

- T analyse des frequences des spores haploides issues de la meiose du diploide d’un tel croi- 
sement permet de realiser un test de segregation 2/2 et de statuer sur le fait que le mutant 
croise par sauvage est un mutant simple ou non. 

Si c’est un mutant simple, ne different de SSR que pour un gene, le diploide est heterozygote 
pour ce gene et T analyse des spores doit permettre d’ observer le resultat de la segregation 2-2 
de ce couple d’ alleles et de leurs phenotypes associes. 

Souches de genotypes (a) X (a + ) 

Diploide de genotype (a//a + ) 

Spores issues de la meiose (a) ( a + ) 

Frequences des spores 50 % 50 % 

Phenotypes des spores [mute] [sauvage] 

Si c’est un mutant double, different de SSR pour deux genes, le croisement s’ecrit alors : 
Souches de genotypes (a, b) x (a + , b + ) 

Diploide de genotype (a//a + bllb + ) 

ou les pointilles indiquent notre ignorance quant a une eventuelle liaison genetique entre les 
locus des deux genes 

Spores issues de la meiose (a, b ) (a + , b + ) (a, b + ) (a + , b) 

Frequences des spores (l-r)/2 ( 1 -r)/2 r/2 rl 2 

Phenotypes des spores [mute] [sauvage] [non sauvage] [non sauvage] 

Si les deux genes sont independants, on attend 25 % de spores sauvages et si les deux genes 
sont lies, on attend une frequence comprise entre 25 % et 50 % (frequence obtenue en cas de 
liaison absolue, sans crossing-over, simulant une segregation 2/2). 

Pour toutes les souches, sauf les souches 3 et 7, on observe que sur le total des spores pous- 
sant sur Mo + iso + val + leu, environ 50 % poussent sur la replique sur Mo ; on peut done en 
conclure qu’il y a segregation 2/2 pour le phenotype mutant et que toutes les souches sauf 
3 et 7 sont des mutants simples. 

Pour la souche 3, on observe 23 spores sauvages, soit environ 25 %, ce qui permet de 
conclure qu’il s’agit d’un double mutant avec deux genes genetiquement independants. 


Pour la souche 7, on observe 57 spores [arg + ] sur un total de 1 13 (segregation 2/2 pour le seul 
phenotype arg), ce qui prouve qu’un seul des genes de la chaine de biosynthese de 1’ arginine 
est touche; par ailleurs, sachant que la souche 7 est mutee dans le gene TD, on verifie par la 
segregation 2/2 pour le phenotype d’auxotrophie pour l’isoleucine qu’elle n’est mutee que 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

278 Problemes corriges 


dans ce gene TD (58 spores iso - sur 113). La souche 7 est done un double mutant et comme 
on obtient 43 spores sauvages [arg + , iso + ] sur un total de 1 13, soit 38 %, cela prouve que les 
genes ARG (gene a) et TD (gene b) sont lies. 

On observe 57 - 43 = 14 spores recombinees (a - , b + ) de phenotype [arg + , iso - ] et 58 - 43 = 15 
spores recombinees (a - , b + ) de phenotype [arg , iso + ], soit un total de 29 spores recombinees 
sur 113 spores testees : le taux de recombinaison est egal a 25,6 % et la distance entre les genes 
ARG et TD est estimee a 25,6 u.r. 

c. Test de y 1 

Les effectifs observes sont de 23 spores [+], poussant sur Mo et de 52 spores [-] ne pouvant 
y pousser. Sous l’hypothese nulle d’une segregation 2-2 resultant du fait que les souches 
parentales ne differeraient que pour un seul gene, les effectifs attendus seraient egaux entre 
eux et egaux a 37,5, ce qui conduit a une valeur observee du y 2 egale a 1 1,2. 

Cette valeur observee du y 2 est hautement significative, elle depasse largement la valeur 
seuil, au risque de 5 %, de 3,84 pour un y 2 a 1 degre de liberte. On peut done exclure l’hypo- 
these de segregation 2-2 avec un risque d’erreur, dans la decision, tres largement inferieur a 
5 % et admettre que la souche 3 est mutee pour plus d’un gene. 

Question 4. 

a. Le but de ces croisements est de realiser un test de complementation fonctionnelle et 
d’allelisme, quand il s’agit de croisements entre mutants recessifs. 

Si l’un des mutants est dominant, le diploide est toujours de phenotype mutant et ne peut etre 
interprete en terme de test de complementation ou d’allelisme, mais dans tous les cas la 
meiose du diploide permet de tester la liaison entre les mutations. 

Le mutant 5 est dominant et exclu de l’analyse fonctionnelle, L’ analyse du tableau pour les autres 
mutants permet de definir 6 groupes de complementation : (2), (3,6), (3,4), (7, 10), (8, 1 1) 
et (9). 

Les mutants 4 et 6 complementent et ne sont done pas mutes dans le meme gene (ce sont des 
mutants simples, voir plus haut), on retrouve le fait que 3 est mute dans deux genes, ce qui 
confirme bien les conclusions precedentes. 

Question 5. 

- Les mutants 2 et 4 sont des mutants simples touches dans deux genes differents (puisqu’ils 
complementent), les effectifs observes, 25 % de spores sauvages permettent de conclure 
que ces deux genes sont genetiquement independants. 

- Les mutants 2 et 9 sont des mutants simples touches dans deux genes differents (puisqu’ils 
complementent), les effectifs observes, 1 % de spores sauvages permettent de conclure que 
ces deux genes sont genetiquement lies, avec une distance egale a 2 u.r. (2 % de spores 
recombinees, dont la moitie sont sauvages). 


Probleme 10.3 

Dans tout le probleme on considere qu’on dispose, pour les croisements, 
des souches adequates, porteuses du bon signe sexuel ainsi que des marqueurs 
de selection des diploides. 

On a obtenu, de maniere independante, chez la levure Saccharomyces cere- 
visiae, 1 1 mutants incapables d’utiliser le galactose comme source de carbone 
et d’energie, phenotype note [gal - ]. Ces mutants, nommes m , , m 2 , .... m n , 
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sont par ailleurs auxotrophes pour l’histidine (incapables d’assurer la synthese 
de cet acide amine), phenotype note [his - ]. 

On croise chacun des mutants avec une souche, nominee S, de phenotype 
[gal + ; tip - ], capable d’utiliser le galactose mais auxotrophe pour le trypto- 
phane. 

Question 1. 

a. Quel est le milieu de culture de la boite sur laquelle on cultive les souches 
mutantes et la souche S ? 

b. Quel est le milieu de culture de la boite sur laquelle on realise un croise- 
ment m ; x S ? Justifiez votre reponse en precisant le role des mutations 
d’ auxotrophic. 

Question 2. 

a. De quelle maniere est teste le phenotype des diploides obtenus prece- 
demment vis-a-vis de leur capacite a utiliser le galactose ? Justifiez votre 
reponse (quelques lignes suffisent). 

b. Tous les diploides obtenus sont [gal + ] ; concluez (deux lignes). 

Question 3. 

a. Le diploide issu du croisement m, x S est mis a sporuler et on teste 
1 000 spores haploides issues de la meiose, parmi lesquelles 525 sont [gal + ] 
et 475 sont [gal - ] ; quelle conclusion en tirez-vous ? On demande une 
analyse s’appuyant sur la formulation de genotypes. 

b. Le meme type de resultat est obtenu quand on etudie les spores haploides 
formees a la meiose par les diploides issus des croisements cntrc S et chaque 
mutant nij, sauf m 10 ; concluez (une ligne). 

Question 4. 

On etudie un echantillon important de spores haploides issues du diploide 
m 10 x S, assez important pour considerer comme significativement diffe- 
rentes les frequences de spores [gal - ] et [gal + ], respectivement egales a 
54 % et 46 %. 

Quelle est l’hypothese genetique la plus simple pour expliquer un tel resultat ? 

On demande une analyse s’appuyant sur la formulation de genotypes. 

Question 5. 

On croise les mutants entre eux et on teste le phenotype des diploides pour 
le galactose (tableau ci-dessous oil « + » designe le phenotype [gal + ] et « - » 
designe le phenotype [gal - ]). 

a. Interpretez, en justifiant votre reponse, les observations rapportees par 
ce tableau par le regroupement des mutants dans des groupes adequats. 
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b. Montrez en quoi le resultat concernant le mutant m l0 sont coherents 
avec les conclusions de la question 4. 

c. Quelle hypothese vous suggere le resultat concernant le mutant m n si 
vous considerez, en merne temps, le resultat observe pour ce mutant dans 
la question 3-b ? 


mutants 

ml 

m2 

m3 

m4 

m5 

m6 

m7 

m8 

m9 

mIO 

mil 

ml 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

m2 


- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

m3 



- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

m4 




- 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

m5 





- 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

m6 






- 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

m7 







- 

+ 

+ 

- 

+ 

m8 








- 

- 

+ 

- 

m9 









- 

+ 

- 

mIO 










- 

+ 

mil 











- 


Question 6. 

On dispose d’un autre mutant de levure, note B, de phenotype [ade - ; met - ], 
auxotrophe pour 1’ adenine et la methionine. 

Le croisement de B avec une souche sauvage [ade + ; met + ] donne des 
diploides a parti r desquels on obtient, apres meiose, 1 000 spores haploides, 
dont la repartition est donnee ci-dessous. Faites 1’ analyse genetique complete 
de ces resultats (nornbre de genes, independance ou liaison, etc.). On demande 
une analyse s’appuyant sur la formulation de genotypes. 

[ade + ; met + ] = 310 [ade - ; met - ] = 290 
[ade - ; met + ] = 205 [ade + ; met - ] = 195 


Question 7. 

Le croisement de B avec le mutant m n donne des diploides a partir desquels 
on obtient, apres meiose, 1 000 spores haploides se repartissant ainsi : 
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[ade + ; met + ] = 360 [ade~; met - ] = 340 
[ade - ; met + ] = 140 [ade + ; met - ] = 160 

Montrez que la difference entre le resultat observe dans le croisement B x m n 
ci dessus et celui observe a la question 6 vous permet de confirmer l’une 
des hypotheses faites a la question 5-c. II est inutile de reprendre ici toute 
l’analyse genetique faite a la question 6, mais seulement un des points 
de cette analyse. 

Question 8. 

Des etudes biochimiques ont montre que la metabolisation du galactose 
dependait de cinq genes de structure dont les fonctions permettent 1’ entree 
du galactose puis sa transformation en Glucose6-Phosphate pour integrer le 
metabolisme energetique par la glycolyse par la voie D’Emden-Meyerhoff, 
selon le schema ci-dessous : 


Permease 


Kinase 


Galactose out ► Galactose in 


*- Gal-1 P UDP-Glu 



▲ 


Transferase 


Epimerase 


A 

Glu-6P ◄ Glu-IP UDP-Gal 



Glycolyse 


Mutase 


L’analyse biochimique, par dosage des activites ou tests de permeation chez 
les differents des mutants a permis de degager les resultats rapportes par le 
tableau suivant oil « + » designe la presence de l’activite et « - » son absence. 

En reprenant vos resultats des questions precedentes, on vous demande de : 

a. Montrer la coherence pour les mutants ml, m2, m3, m5, m7 et mil, 
entre les observations genetiques (questions 2 et/ou 5) et les observations 
fonctionnelles rapportees par le tableau ci-dessus, sachant qu’on a montre, 
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par ailleurs, que les genes de structure de la kinase, de l’epimerase et de la 
transferase etaient contigus. 

b. Trouver une interpretation fonctionnelle au mutant m4 pour concilier les 
observations genetiques relatives a ce mutant (questions 2 et 5) et les obser- 
vations fonctionnelles de celui-ci, rapportee dans le tableau ci-dessous, 
sachant, par ailleurs, qu’on a montre que le produit du gene mute chez m4 
est porteur d’un domaine de liaison a 1’ ADN, et en considerant les resultats 
obtenus avec la SSR cultivee sur galactose ou glucose. 


Souches 

Permease 

Kinase 

Transferase 

Epimerase 

Mutase 

SSR sur 
galactose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

SSR sur 
glucose 

- 

- 

- 

- 

+ 

ml ou m3 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

m2 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

m4 ou m6 

- 

- 

- 

- 

+ 

m5 



- 

+ 

+ 

m7 




- 

+ 

mlO 

- 

- 

- 

- 

+ 

mil 

+ 

- 

- 

- 

+ 


c. Concilier les observations genetiques faites pour le mutant mlO (ques- 
tions 4 et 5) et les observations biochimiques ou fonctionnelles rapportees 
dans le tableau ci-dessus. 

>- Niveau L2-prepa/pre-requis : chapitres 2, 3, 5, 8 
Solution 

1. a. Les mutants mi sont cultivables sur Mo + his et la souche S sur Mo + trp ou bien 
Mo(gal) + trp. 

b. On effectue les croisements sur milieu minimum Mo, ou seules peuvent pousser les 
diploides qui, par complementation fonctionnelle, sont [his + ; trp + ] ; les mutations d’auxotro- 
phie servent de marqueurs de selection des diploides. La source de carbone etant du glucose, 
la croissance des diploides est possible meme en cas de phenotype IgaL] dominant. 

2. a. On teste le phenotype des diploides obtenus sur la boite de croisement par replique sur 
une boite de milieu Mo(gal) ou peuvent pousser les [gal + ] mais non les [gal ] . 

b. Tous les mutants [gah] sont recessifs. 
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3 . a. Les resultats obtenus sont ceux qui sont attendus quand deux souches ne different que 
pour un seul gene, relativement au caractere etudie, ici galactose ; en effet on observe alors, 
parmi les spores, une segregation 2/2 correspondant a la segregation du couple d’ alleles pour 
ce gene forme chez le diploide ; soit : 

Souches croisees : nq X S 

Phenotypes parentaux : [gal ] X [gal + ] 

Genotypes parentaux : (a) X (A) 

Genotype du diploide : A// a 

Genotypes des spores : 50 % (A) + 50% ( a ) 

Phenotypes des spores : 50 % [gal + ] + 50% [gap] 

b. Tous les mutants, sauf m 10 apparaissent comme des mutants simples, ne different de la 
souche sauvage que par une mutation dans un seul gene, un seul des genes de la chaine de 
metabolisation du galactose. 

N. B : on ne pent cependant dire, d ce stade, si deux souches, mutees dans un seul gene, sont 
mutees dans le meme gene ou dans deux genes differents. 

4. Comme les proportions ne sont pas egales a 50-50, on peut conclure qu’il n’y a pas segre- 
gation 2/2 et que mlO differe de la souche sauvage par au moins deux genes. Dans ce cas, on 
peut ecrire : 

Souches croisees : m 10 X S 

Phenotypes parentaux : [gap] X [gap] 

Genotypes parentaux : (a, b) X (A, B ) 

Genotype du diploide : (A// a — B //b) 

Genotypes des spores : (A, B) + (a, b) + (A, b) + (a, B ) 

Phenotypes des spores : [gap] + [gap] + [gap] + [gap] 

Frequences des spores : (l-r)/2 (l-r)/2 rt 2 rl 2 

En cas d’independance genetique, si r = 1/2, on attend 25 % de [gap], mais en cas de liaison, 
si r < Vi, on attend une frequence superieure a 25 %, une frequence comprise entre 25 % 

(quand r = Vi) et 50 % (quand r = 0). 

Ici, on peut conclure qu’il y a liaison genetique et deduire de P equation ( 1 - r)l 2 = 0,46, la 
valeur de r = 0,08 ce qui conduit a estimer une distance entre les genes A et B egale a 8 unites 
de recombinaison. 

5. a. Groupes de complementation : ils reunissent les mutants qui ne complemented pas 
entre eux, car ils sont mutes dans un meme gene, et qui complemented avec les mutants des 
autres groupes qui sont mutes dans d’autres genes. On peut definir cinq groupes de 
complementation : 

(ml, m3, mil); (m2, mil); (m4, m6, mlO); (m5, m8, m9, mil); (m7, mlO). 

b. Le mutant m 10 appartenant a deux groupes de complementation est done mute dans deux 
genes, ce qui est coherent avec le croisement avec sauvage qui conduisait a la meme conclu- 
sion. 

c. Le mutant m n appartient a trois groupes de complementation, il est done mute dans trois 
genes, ce qui ne semble pas coherent avec le croisement par sauvage qui conduisait a la 
conclusion d’une segregation 2/2, done d’un mutant dans un seul gene. 

On peut faire en fait l’hypothese que m n est porteur d’un seul evenement mutationel, sous la 
forme d’une deletion touchant trois genes contigus, de sorte qu’il appartient bien a trois 


ou les pointilles indi- 
quent notre meconnais- 
sance d’une eventuelle 
liaison genetique entre 
les genes A et B. 
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groupes de complementation tout en donnant, a la meiose une segregation 2/2 pour la muta- 
tion unique dont il est porteur. 

6. La souche B differe de la souche sauvage pour un seul gene relativement au caractere 
adenine, car il y a segregation 2/2 pour ce caractere, avec 505 [ade + ] et 495 [ade-], de meme, 
elle differe pour un seul gene relativement au caractere methionine avec 515 [met + ] et 485 
[met - ]. On peut ecrire ainsi les croisements et les genotypes : 


Souches croisees : 
Phenotypes parentaux : 
Genotypes parentaux : 
Genotype du diploide : 
Genotypes des spores : 


B X sauvage 

[ade - , met - ] X [ade + , met + ] 

(a, b) X (A, B) 

(A // a — -B // b) 

(A, B) + (a, b ) + (A, b ) + (a, B ) 


ou les pointilles indiquent notre 
meconnaissance d’une eventuelle 
liaison genetique entre les genes A et B. 


Phenotypes des spores : [ade + , met + ] + [ade - , met - ] + [ade + , met - ] + [ade - , met + ] 
Frequences des spores : (1 - r)/2 (1 - r)l 2 rf 2 r! 2 


Les phenotypes recombines, done les spores recombinees, sont moins frequentes que les 
spores parentales, on peut en conclure qu’il y a liaison genetique, done liaison physique et 
estimer la distance entre les genes A et B , soit 40 unites de recombinaison (400 spores recom- 
binees sur un total de 1 000). 

7. On rappelle que le mutant m , , est de phenotype [gal - , his - ] et qu’il est done de phenotype 
[ade + , met + ], sauvage pour les genes qui sont mutes dans B et dont on connait la distance 
genetique. 

Quand on croise la souche B avec le mutant m n , la distance trouvee entre les genes A et B 
n’est plus egale a 40 unites de recombinaison mais egale a 30 unites de recombinaison, ce qui 
est rendu possible si on considere que : 

- les genes GAL mutes chez m3 et m5 sont entre les genes A et B, 

- la souche m n est deletee pour ces deux genes (et un troisieme, voir les groupes de comple- 
mentation), ce qui conduit bien alors a une reduction de la distance entre les genes A et B 
chez le mutant m n . 

8. a. Les mutants ml, m2, m3, m5, m7 sont des mutants simples, mutes dans un seul gene, ce 
qui est ici verifie par absence de l’une des cinq activites. 

Le mutant ml 1 est mute dans trois genes (voir TCF) ce qui est ici verifie par absence simul- 
tanee de kinase, de transferase et d’epimerase et le fait que les trois genes de structures speci- 
fiant ces activites soient contigus, valide P interpretation genetique du simple mutant par 
deletion unique couvrant les trois genes de structure. 

b. Le mutant m4 est un mutant simple, mute dans un seul gene, ce qui est confirme a la fois 
par le test de segregation 2 x 2 et le TCF et P analyse biochimique montre P absence de toutes 
les activites saul' celle de la mutase. Le fait que le produit du gene mute chez m4 possede un 
domaine de liaison a l’ADN permet de supposer qu’il pourrait specifier un activateur des 
genes de structure, sauf celui de la mutase, et qu’une mutation de perte de fonction dans ce 
gene (designe par GAL4 ) est responsable du phenotype [gal - ] par perte simultanee de toutes 
les fonctions utiles a la metabolisation du galactose. 

D’ailleurs, la regulation des quatre genes est bien illustree par Pabsence de leurs produits 
quand la culture de la SSR n’est pas faite sur galactose; on peut alors imaginer qu’en presence 
da galactose, le produit du gene GAIA devient actif et peut faire initier la transcription des 
genes de structure. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

10 • Problemes de genetique chez la levure 285 


NB : le gene de la mutase n’est pas sous la dependance regulatrice de GAL4 car safonction 
est requise dans d'autres circonstances que la metabolisation du galactose ; son expression est 
done « constitutive ». 

c. Le mutant mlO est un mutant double, ce qui est confirme a la fois par le test de segregation 
2 x 2 et le TCF, mais il apparait dans l’analyse biochimique qu’il est depourvu de toutes les 
activites sauf la mutase. Cela s’explique aisement par le fait que mlO est mute dans le meme 
gene que m7, soit le gene de structure de l’epimerase, mais qu’il est aussi mute dans le gene 
GAL4 ce qui entraine automatiquement l’absence d’expression des quatre genes de structure 
sous sa dependance. 


Probleme 10.4 

Deux souches haploides de levure, A et B, de signe sexuel oppose, sont 
auxotrophes pour 1’ adenine. 

1 . Chacune de ces souches croisees par une souche C [trp - ] donne des 
diploides, leurs meioses fournissent des tetrades avec deux spores [ade + ] et 
deux spores [ade - ]. Interpretez. 

2. Les souches A et B sont croisees sur une boite de milieu minimum. Les 
diploides sont mis a sporuler et les tetrades obtenues se repartissent en 
deux classes de frequences egales; les tetrades de la premiere classe 
contiennent quatre spores [ade + ] et celles de la seconde classe contiennent 
quatre spores [ade - ]. Interpretez ces resultats, en justifiant vos reponses sur 
les plans cartographique et fonctionnel. 

>- Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 2, 4, 5 et 7. 


Solution 

1. Le croisement avec la souche C est un croisement par sauvage pour le phenotype adenine. 
La segregation 2/2 montre que le phenotype [ade - ] ne depend, chez les souches A et B, que 
de la mutation d’un seul gene; pour ce phenotype les souches A et B different de C pour un 
seul gene (pas forcement le meme !). 

2. Les souches A et B ne sont pas mutees dans le meme gene puisqu’il y a complementation 
fonctionnelle et que les diploides Ax B poussant sur Mo sont [ade + ], 

Remarque. L’ interpretation de ce TCF n’est pas ambigue, meme si le resultat du test 
de recessivite n’a pas ete donne, car ce resultat impose la recessivite des mutants; 
e’est le resultat [ade - ] qui serait ininterpretable en l’absence de test de dominance. Par 
ailleurs, Fanalyse de la meiose revele plus d’un seul type de tetrades. 

S’il y a deux genes, on attend trois types de tetrades, des DP, des DR et des T, dont les 
frequences dependent de Findependance physique ou de la liaison genetique. 

S’il n’y a que deux types de tetrades, seules deux solutions sont possibles : 

- soit les deux genes sont physiquement et genetiquement tres lies; il n’y a done pas 
de DR, mais les DP sont tres frequents et les T sont tres rares. Or, les deux types de 
tetrades ont des frequences egales, ce qui invalide cette hypothese ; 
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- soit les deux genes sont physiquement independants et tres proches de leurs centro- 
meres respectifs; il n’y a alors pas de T, et les DP et les DR sont equifrequents, ce 
qui semble valider cette hypothese. 

Cependant on attend des DP avec quatre spores [ade], et des DR equifrequents avec 
deux spores doubles sauvages [ade + ] et deux spores doubles mutantes [ade - ]. 

II faut done faire une hypothese supplementaire, fonctionnelle, pour expliquer que les 
DR presentent quatre spores [ade + ] et non deux seulement. 

On peut, par exemple, faire l’hypothese que chacune des deux mutations a un effet 
suppresseur sur P autre, ce qui conduit les spores doubles mutantes a un phenotype 
sauvage [ade + ], ou que les deux genes mutes sont tres lies avec un suppresseur de la 
mutation de l’autre gene, ce qui conduit au meme resultat, hypothese moins simple. 

Probleme 10.5 

On ne tient pas compte dans ce probleme du signe sexuel des souches. 

On dispose de deux souches haploides de levure, A auxotrophe pour la 
methionine et 1’ histidine, phenotype note [met - , his - ] et B auxotrophe pour 
le tryptophane, phenotype note [trp - ]. 

1. On les croise sur une boite de milieu minimum Mo et on obtient des 
colonies. Interpretez ce resultat. 

2. Les colonies sont transferees sur un milieu de sporulation qui permet de 
recueillir 50 asques, a partir desquelles, on entreprend 1’ analyse des tetrades 
(tabl. ci-dessous). 


Analyse des 50 tetrades pour chaque couple d'auxotrophies. 

On note « - » le phenotype auxotrophe et « + » le phenotype prototrophe. 
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Estimez le nombre de genes en jeu, leur independance ou leur liaison 
genetique et, selon les cas, les distances respectives entre les genes et/ou 
entre un gene et son centromere. 

3. Les souches A et B poussent indifferemment sur glucose ou galactose. 
Cependant, parmi les 200 spores issues des 50 tetrades etudiees, on 
observe que certaines d’entre elles sont incapables de pousser sur galac- 
tose. En effet. une replique depuis la boite mere des spores (Milieu Mo 
+ trp + his + met) est faite sur une boite de milieu Mo(gal) + tip + his + 
met afm d’ observer la capacite de croissance sur galactose et on observe 
les resultats suivants : 

- 40 tetrades contiennent 4 spores [gal + ] ; 

- 9 tetrades contiennent 3 spores [gal + ] et une spore [gal - ] ; 

- 1 tetrade contient 2 spores [gal + ] et 2 spores [gal - ] . 

Quelle est 1’ interpretation fonctionnelle et cartographique de ce resultat ? 

>- Niveau Licence (LI, L2)/Pre-requis : chapitres 4 et 7. 


Solution 


1. Le fait d’ avoir des colonies sur milieu minimum prouve que les trois phenotypes d'auxo- 
trophie sont recessifs et que les souches A et B sont mutees dans, au moins, trois genes diffe- 
rents de sorte qu’il y a complementation fonctionnelle chez le diploide qui est le seul a 
pouvoir se developper sur la boite d’etalement. 

La question se pose alors de savoir si chaque phenotype d’auxotrophie ne depend que d’un 
seul gene. 

2. • Nombre de genes en jeu pour chaque phenotype d' auxotrophic 

La question de savoir si chaque auxotrophie ne depend que d’un seul gene est resolue par le 
test de segregation 2/2 a la meiose du diploide. 

Dans les cinquante tetrades on decompte, pour chaque phenotype, met ou trp ou his, 
100 spores sauvages [+] et 100 spores mutees auxotrophes [-], ce qui est le resultat attendu 
d’une segregation 2/2 d’un couple d’alleles. Chaque phenotype d’auxotrophie ne depend que 
d’un seul gene, A est mutee dans un des genes de la chaine de biosynthese de la methionine 
et dans un des genes de la chaine de biosynthese de l'histidine, et B est mutee dans un des 
genes de la chaine de biosynthese du tryptophane. 

• Independance ou liaison des genes 

L’ analyse de tetrades pour les deux genes impliques dans les auxotrophies met et trp permet 
d’observer 24 DP et 26 DR. Ces deux genes sont genetiquement independants. 

La frequence des tetratypes etant nulle, done inferieure a 2/3, on peut conclure que ces deux 
genes sont non seulement physiquement independants, mais egalement tres proches de leurs 
centromeres respectifs. 

L’ analyse de tetrades pour les deux genes impliques dans les auxotrophies met et his permet 
d’observer 18 DP et 20 DR. Ces deux genes sont genetiquement independants. 

La frequence des tetratypes etant inferieure a 2/3, on peut conclure que ces deux genes sont 
physiquement independants. 


Comme les tetratypes, pour deux genes physiquement independants, resultent de la survenue 
d’au moins un crossing entre un gene et son centromere, et que cet evenement est impossible 
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(ou excessivement rare) pour le gene implique dans l’auxotrophie met, on peut conclure que 
les tetratypes resultent tous d’une postreduction pour le gene implique dans l’auxotrophie 
his, ce qui permet alors d’identifier la frequence des tetratypes a la frequence de postreduc- 
tion pour ce gene, et de calculer ainsi sa distance au centromere, soit 12 upr (la frequence de 
postreduction etant egale a 12/50 = 0,24). 

Remarque 1. L’ estimation de la postreduction et le calcul de la distance au centro- 
mere peuvent etre realises directement dans T etude de tetrades ordonnees (chap. 4). 
Chez la levure ou les tetrades ne sont pas ordonnees, 1’ utilisation de marqueurs 
centromeriques, des genes tres lies a leurs centromeres, comme ici ceux impliques 
dans les auxotrophies met ou trp, permet d’estimer indirectement la frequence de 
postreduction d’un gene par l’estimation de la frequence de tetratypes pour ce gene et 
le marqueur centromerique. 

Remarque 2. Le nombre de tetratypes pour les deux auxotrophies trp et his est obli- 
gatoirement le meme que pour les deux auxotrophies met et his. En effet les deux 
genes « met » et « trp » segregeant avec leurs centromeres respectifs, un tetratype ne 
peut survenir qu’a Tissue d’un crossing-over entre le gene « his » et son centromere 
et, dans ce cas, il s’agit aussi bien d’un tetratype relativement a his et met que relati- 
vement a his et trp. 

3 . Si 50 spores sont de phenotypes [gah] il ne peut pas s’agir de Tapparition d’un mutant 
spontane, cela signifie qu’une des deux souches A ou B etait mutee dans un (ou plusieurs) 
gene(s) de metabolisation du galactose, mais etait aussi porteuse d’une mutation ayant un 
effet suppresseur. 

Autrement dit. Tune des deux souches est un « revertant » [gal + ], de genotype (gal - ; su a ), 
issu d’un mutant [gal - ], dont le genotype etait (gal - ; su 1 ), ou gal - correspond a la mutation 
directe (en supposant qu’il s’agit d’un mutant simple, dans un seul gene) et su a correspond a 
la mutation suppresseur actif (su 1 etant la sequence sauvage). 

Le croisement A x B correspond done, pour le phenotype gal, a un croisement revertant 
x sauvage et permet, a la meiose du diploide (gah/gal + ; su a /su'), de mettre en evidence l’exis- 
tence du suppresseur par la recombinaison genetique qui peut le separer de la mutation 
directe et faire ainsi apparaitre des spores recombinantes mutees (gal - ; su 1 ) de phenotype [gal - ]. 

Les 40 tetrades avec 4 spores [gal + ] sont obligatoirement des DP ; les DR ayant obligatoire- 
ment au moins deux spores recombinantes [gal - ] sont au nombre de 1, et les 9 autres sont 
done des T, ce qui permet de conclure que : 

- la spore de genotype (gal - ; su a ) est de phenotype [gal + ] ; 

- la mutation gal - est genetiquement et physiquement liee a la mutation su a ; 

- la distance corrigee entre ces deux mutations est egale a 15 ur, soit 100 x (f [T]/2 + 3f [DR]). 


Probleme 10.6 

On admettra, dans tout le probleme qu’on dispose, pour les croisements, 
de spores de signe sexuel adequat avec les marqueurs de selection 
necessaires. 

On dispose de deux souches haploides de levure Saccharomyces cerevi- 
siae , une souche SSR et une souche A, auxotrophe pour le tryptophane, de 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

10 • Problemes de genetique chez la levure 289 


phenotype [tip - ], porteuse dans le gene TRP 1 de la mutation opale trpl-5. 
Le locus du gene TRP 1 est contigu au centromere. 

A partir de la souche A, on obtient une collection de mutants auxotrophes 
pour 1’ arginine et de phenotype [Arg - ; Tip - ]. 

On s’interesse a des mutants simples, mutes soit dans le gene ARG I soit 
dans le gene ARG2, dans le but d’ analyser les rapports cartographic] tics et 
fonctionnels entre certains mutants de ces deux groupes. 

1. Analyse de mutants dans ARG 1 : argl-1, argl-2 et argl-3 

a. Le mutant argl-1, de phenotype [arg - ; tip - ] est croise avec la souche 
SSR, puis mis a sporuler afm d’etudier les tetrades obtenues. On a : 

- 12 tetrades avec deux spores [arg - ; tip - ] et deux spores [arg + ; trp + ] ; 

- 10 tetrades avec deux spores [arg - ; tip + ] et deux spores [arg + ; tip - ] ; 

- 13 tetrades avec une spore [arg - ; tip - ], une spore [arg + ; trp + ], une spore 
[ arg - ; tip + ] et une spore [arg + ; tip - ]. 

Quelles sont toutes les conclusions que ce resultat permet d’etablir ? 

b. On entreprend cinq experimentations. 

• Experimentation 1. Les diploides argl-1 x argl-2; argl-1 x argl-3 et 
argl-2 x argl-3 sont mis a sporuler. On recueille un grand nombre de 
spores de chacun de ces croisements afm de tester, a chaque fois, environ 
100 000 spores en les deposant sur une boite de milieu Mo additionne de 
tryptophane. 

Avec les spores issues du premier croisement, on obtient 75 colonies; avec 
celles issues du deuxieme, on obtient 50 colonies; avec celles issues du 
troisieme, on n’en obtient aucune, rneme en repetant T experience. 

• Experimentation 2. Des cultures de chacun des trois mutants argl-1, 
argl-2 et argl-3, soumises a differents types de mutagenes, sont etalees 
sur un milieu Mo additionne de tryptophane. Dans les deux premiers cas, 
on obtient quelques colonies, jamais dans le troisieme. 

• Experimentation 3. Les colonies obtenues precedemment sur milieu Mo 
additionne de tryptophane, et issues de la mutagenese de mutants argl-2, 
sont repiquees sur Mo. La plupart d’entre elles se revelent capables d’y 
pousser. 

• Experimentation 4. Les colonies obtenues sur milieu Mo additionne de 
tryptophane, et issues de la mutagenese de mutants argl-1, sont repiquees 
sur Mo. Elles sont toujours incapables d’y pousser. 

• Experimentation 5. Les colonies obtenues sur milieu Mo additionne de 
tryptophane, et issues de la mutagenese de mutants argl-1, avec des agents 
intercalants, sont repiquees sur Mo. Elles sont toujours incapables d’y 
pousser. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

290 Problemes corriges 


En vous appuyant sur ces cinq experimentations et en justifiant avec rigueur 
vos reponses : 

- vous donnerez une interpretation cartographique precise (avec schema) 
de ces resultats ; 

- vous preciserez, autant qu'il est possible, le type de mutation (non-sens, 
faux-sens, decalage, deletion...) affectant chacun des mutants etudies 
argl-1, argl-2 et argl-3. 

2 . Analyse d’un mutant dans ARG2 : arg2-l 

Le mutant arg2-l, de phenotype [arg - ; tip - ] est croise avec la souche SSR, 
puis mis a sporuler afin d’etudier les tetrades obtenues. On observe les 
resultats suivants, a interpreter : 

- 87 tetrades avec deux spores [arg - ; tip - ] et deux spores [arg + ; tip + ] ; 

- 1 tetrade avec deux spores [arg - ; tip + ] et deux spores [arg + ; tip - ] ; 

- 12 tetrades avec une spore [arg - ; tip - ], une spore [arg + ; trp + ], une spore 
[arg - ; tip + ] et une spore [arg + ; tip - ]. 

3. On extrait l’ADN du mutant argl-1 et on le soumet a une digestion 
partielle avec P endonuclease Sau3A afin d’inserer les fragments obtenus 
dans un plasmide replicatif multicopies, porteur de 1’ allele sauvage trpl + 
du gene TRP\. 

On transforme, avec les plasmides recombinants ainsi obtenus, la souche 
argl-1 et on etale sur un milieu Mo additionne d’ arginine. On obtient 
environ 20 000 colonies qui sont repiquees sur Mo; il y pousse 5 colonies. 

Deux hypotheses peuvent permettre d’expliquer ce resultat, lesquelles ? 

Puis on extrait les plasmides de chacune des 5 colonies precedentes afin de 
retransformer la meme souche argl-1. Dans 1 cas, la souche retransformee 
est de phenotype [tip + ; arg - ] , dans 4 cas, elle est de phenotype [tip + ; arg + ], 

Precisez le but de cette experimentation et les precisions qu’elle apporte. 

4. Les 4 plasmides conferant, par transformation, le phenotype [tip + ; arg + ] 
a la souche argl-1 sont etudies in vitro', les 4 inserts presentent des cartes 
de restriction se recouvrant en partie (fig. 10.3). 

a. Qu’en concluez-vous ? 

b. Par digestion avec des endonucleases, on isole les sous-fragments o, p, q 
et r, tels qu’indiques ci-dessus. Ces fragments sont clones dans un plas- 
mide replicatif multicopie porteur de 1’ allele sauvage trpl + de TRP I . 

On transforme, avec chacun de ces plasmides, la souche ( argl-1 ; trpl-5) : 

- tous les transformants de phenotype [trp + ] sont de phenotype [arg - ], 
quand le plasmide utilise est porteur des fragments o, p ou q; 
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- tous les transformants de phenotype [trp + ] sont de phenotype [arg+], 
quand le plasmide utilise est porteur du fragment r. 

Qu’en concluez-vous ? 




E 

s 

_E 

m 



Figure 10.3 

1, 2, 3 et 4 : inserts des plasmides conferant le phenotype [trp + , arg+] a 
arg 7-7 ; o, p, q et r : sous-fragments des inserts testes pour leur capacite a 
restaurer le phenotype [arg+]; S : site Sa/1, interne au fragment o. 


c. Le fragment O est clone dans un plasmide integratif, porteur de 1’ allele 
sauvage trpl + de TRP 1 ; celui-ci est alors linearise au site S (Sal I ) et utilise 
pour transformer la souche A : 

- tous les transformants sont [trp+ ; arg - ] ; 

- ces transformants [trp + ; arg - ] croises avec une SSR donnent des 
diploides [arg + ] ; 

- ces transformants, croises avec le mutant arg2-l, donnent des diploides 
de phenotype [trp + ; arg - ]. 

Qu’en concluez-vous ? 

d. L’un de ces transformants de phenotype [trp + ; arg - ] est croise avec la 
souche SSR afm d’etudier les phenotypes des spores issues de la meiose. 
On observe les resultats suivants : 

- spores [trp + , arg + ] 45,5 % ; - spores [trp + , arg - ] 50 % ; 

- spores [tip - , arg + ] 4,5 % ; - spores [tip - , arg - ] 0 %. 

En quoi ce resultat confirme-t-il la conclusion de la question precedente ? 

5. Finalement, quelle hypothese pourriez-vous faire sur la nature de la 
mutation argl-1, le mode d’action de son suppresseur et la relation fonc- 
tionnelle entre les genes ARG I et ARG2, sachant qu'aucune mutation du 
gene ARG 1 n’a ete trouvee plus en 5' que la mutation argl-1 ? 
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>• Niveau Licence-Master (L3, M1)/Pre-requis : chapitres 2, 4 et 7. 

Solution 

1 . a Comme on observe quatre phenotypes differents, avec des phenotypes recombines non- 
parentaux [arg ; trp + ] et [arg + ; trp ], on peut conclure que la souche mutante differe de la 
SSR pour au moins deux genes, l’un de la chaine de biosynthese de F arginine, note A RCA , 
F autre de la chaine de biosynthese du tryptophane, note TRP I . 

Compte tenu des informations disponibles, on observe une segregation 2/2 pour chacun des 
phenotypes d’auxotrophie arg ou trp, correspondant soit a la segregation allelique au locus 
TRP 1, soit a la segregation allelique au locus A RCA . Les souches argl-1 et SSR ne different 
done, pour ces phenotypes d’auxotrophie, que pour ces deux genes. 

L’ analyse de tetrades montre qu’il y a 12 DP, 10 DR et 13 T; il y a done independance gene- 
tique, puisque f(DP) = f(DR), et physique, puisque f(T) < 2/3. Les deux genes A RCA et TRP 1 
sont portes par des chromosomes differents. 

Par ailleurs, sachant que le locus du gene TRP 1 segrege avec son centromere, on peut en 
deduire que tous les tetratypes resultent d’une recombinaison entre le locus du gene A RCA et 
son centromere, la frequence des tetratypes est done egale a la frequence de postreduction 
pour le locus ARGl, soit 37,2 %, ce qui permet d’en deduire sa distance au centromere, soit 
1 8,2 unites de postreduction. 

b. • La premiere experimentation est destinee a estimer la frequence de la recombinaison 
intragenique entre deux sites de mutation du meme gene, permettant ainsi a la meiose, chez 
le diploide porteur de deux mutations differentes du meme gene, de reconstituer par crossing- 
over entre les sites, une sequence sauvage fonctionnelle, selon le schema ci-dessous : 



argl-1 



argl -1/2 




1 

► 


1 


argl-2 



argl + 



C’est possible dans les deux premiers croisements, e’est difficile, voire impossible dans le 
troisieme. Ce resultat peut signifier que la distance entre les sites mutes arg 1-2 et arg 1-3 est 
tres faible ou que la mutation argl-3 est une deletion couvrant le site argl-2, ce qui exclut 
toute possibility de reconstitution d’une sequence sauvage (chap. 6). 

La recombinaison intragenique, dans les deux premiers croisements, genere deux gametes 
recombines, Fun de genotype sauvage, l’autre doublement mute (voir schema ci-dessus). La 
frequence des gametes recombines est done egale au double de la frequence des gametes 
sauvages generes par crossing-over, ce qui donne une frequence de 0,15 ur entre argl-1 
et argl-2 et 0,10 ur entre argl-1 et argl-3. 

Si argl-3 etait une mutation ponctuelle, sa distance avec argl-1 etant de 0,15 ur, sa distance 
avec argl-2 devrait etre au moins de 0,05 ur (si argl-2 est centrale), ce qui conduirait a 
observer 25 colonies sauvages sur 200 000 spores testees. Le fait de n’en observer aucune 
(y compris quand on repete l’experience) est favorable a l’hypothese que argl-3 est une 
deletion. 

• La seconde experimentation permet d’obtenir des revertants [arg + ] a partir des mutants 
argl-1 et argl-2 mais pas a partir de argl-3, ce qui renforce l’hypothese de deletion pour 
argl-3. 
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• La troisieme experimentation montre que des revertants [arg + ] issus de argl-2 sont souvent 
aussi [trp + ]. Cette observation est favorable a l’hypothese que les deux mutations argl-2 
et trpl-5 voient leur effet corrige par un meme suppresseur allele specifique d’opale, puisque 
la souche mutee est trpl-5. La mutation argl-2 serait une mutation opale. 

• La quatrieme experimentation montre que les revertants [arg + ] issus du mutant argl-1 ne 
sont jamais [trp + ], ce qui peut s’interpreter de plusieurs manieres, soil la mutation argl-1 est 
une mutation non-sens autre que opale, et un suppresseur informationnel de argl-1 restera 
inactif vis-a-vis de la mutation opale trpl-5, soit c’est une mutation de nature differente 
(faux-sens, decalage, promoteur...); argl-1 peut aussi etre une mutation opale qui exige du 
suppresseur l’apport d’un acide amine compatible avec la sequence de A KG I mais incompa- 
tible avec celle de TRPl. 

• La cinquieme experimentation permet de conclure que argl-1 n’est pas une mutation de 
decalage du cadre de lecture, sinon Faction mutagene d’un agent intercalant serait suscep- 
tible de fournir des revertants. 

2. Une analyse genetique semblable a celle de la question 1 permet d’affirmer que la souche 
arg2-l et la SSR ne different que pour deux genes ARG2 et TRPl. 

L’ analyse de tetrades permet d’etablir que les deux genes ARG2 et TRPl sont genetiquement 
lies, puisque f(DP) » f(DR). Leur distance est egale a [f( T)/2 + 3/(DR)] X 100 = 9 ur. 

3. En clonant des fragments de digestion partielle, on souhaite cloner des fragments suscep- 
tibles d’etre porteurs de sequences fonctionnelles, pouvant restituer un phenotype sauvage 
dans la souche transformee. 

L’ allele trpl + du plasmide est un gene de selection positive des transformes. Ici la souche 
transformee est ( argl-1 ; trpl-5) de phenotype | Arg ; Trp ]. Le fait que certains transformes 
[trp + ], qui ont acquis le plasmide, soient aussi [arg + ], phenotype teste par la replique sur Mo, 
prouve qu’une sequence originaire de la souche argl-1 est susceptible de restituer le pheno- 
type [arg + ] a la souche argl-1 : 

- il ne peut pas s’agir de l’allele argl-1 ; 

- il peut s’agir de revertants spontanes, auquel cas le phenotype [trp + ] est confere par le plas- 
mide mais le phenotype [arg + ] est confere par une mutation dans le genome du revertant ; 

- il peut s’agir de la sequence sauvage d’un gene G qui, malgre son existence chez argl-1, 
n’a d’effet ici que parce qu’elle est en multicopie grace au plasmide. 

C’est pourquoi il est utile de reextraire les plasmides des 5 souches transformees afin de 
retransformer la souche argl-1 : 

- en cas de reversion, les plasmides extraits des transformees sont porteurs d’une sequence 
quelconque et seront done incapables de restituer le phenotype [arg + ] a des cellules argl-1 
retransformees par le plasmide ; c’est le cas 1 fois sur 5 ; 

- en cas d’apport d’un transgene suppresseur G par le plasmide, la retransformation de argl-1 
par ces plasmides permettra de restituer chez tous les transformants le phenotype [arg + ] ; 
c’est le cas 4 fois sur 5. 


4. a Les quatre plasmides ayant une sequence commune, il semble qu’ils soient tous porteurs 
d’un meme transgene G. 


4. b Le fragment r correspond a la plus petite partie commune des quatre inserts obtenus et il 
contient le gene G puisque son clonage dans un plasmide replicatif multicopie a un effet 
suppresseur sur argl-1. 
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Le fait que les fragments p et q soient incapables, apres clonage et transformation d’une 
souche argl-1, d’ avoir un effet suppresseur, comme r, permet de conclure que le gene G est 
delete dans chacun des fragments p et q. Le gene G s’etend a gauche de p et a droite de q. 

En consequence, le fragment o est central, il est delete de la partie 5' et de la partie 3' du 
gene G, il est logique que son insertion dans un plasmide replicatif multicopie ne permette 
pas a ce plasmide de restituer le phenotype [Arg + ]. 

4. c La souche A est simplement trpl-5. 

La transformation avec le plasmide linearise est obligatoirement de type integratif ; les trans- 
formants [Trp + ] ont integre l’ADN lineaire par recombinaison homologue au niveau des 
sequences terminales de cet ADN lineaire, c’est-a-dire dans le gene G, puisque le fragment O 
est interne a G. 

Ce gene G est alors inactive, puisque 1’ insertion du plasmide va generer deux copies incom- 
pletes de G, l’une depourvue de la partie 5' et l’autre depourvue de sa partie 3'. 

Le fait que tous les transformes [Trp + ] soient [Arg ] montre que l’inactivation du gene G, par 
insertion du plasmide restituant le phenotype [trp + ], conduit systematiquement au pheno- 
type [Arg-]. 

Ce protocole a permis d’ avoir, de maniere « ciblee », un mutant par inactivation de G. 

Le croisement d’un transformant [trp + ; arg-] par sauvage donnant des diploides [arg + ] 
prouve que la perte de fonction dans le gene G a un effet recessif vis-a-vis de 1’ effet de 
1’ allele sauvage; ce qui autorise a conclure dans le croisement suivant. 

En effet, le croisement entre un transformant [trp + ; arg ], mute dans le gene G et un mutant 
arg2-l, mute dans le gene ARG2, est un test de complementation fonctionnelle, prouvant que 
le gene G clone est, en fait, le gene ARG2. 

4. d Cette observation confirme en effet la conclusion que le transgene G est ARG2. 

En effet, le diploide etant heterozygote trpl + /ltrpl-5 au locus du gene TRP 1, le pheno- 
type [Trp + ] dependra a la fois de la segregation a ce locus, mais aussi de la segregation au 
locus du gene ARG2, ou l’un des alleles est sauvage et 1’autre mute par inactivation, par 
insertion d’un plasmide apportant L allele trpl + . 

Sachant que les deux locus sont lies, a une distance de 9 ur, on peut ecrire ainsi le genotype 
du diploide : 



arg2\:trp!1 + 


trpl-5 


X 


arg 2 


trp1 + 



On attend et on observe bien une segregation 2/2 pour le phenotype arginine, avec un allele 
sauvage arg2 + et un allele mute par insertion du plasmide porteur de trpl + , note arg2::trpl + . 
Pour le phenotype tryptophane, le resultat ne depend pas que de la segregation 2/2 des 
alleles trpl + et trpl-5 au locus TRP 1, mais aussi de la segregation de L allele trpl + dans 
L allele de perte de fonction au locus du gene ARG2, situe a 9 ur, de sorte qu’un crossing-over 
peut former des spores recombinees avec deux allele trpl + ou aucun. 

On attend alors, si le plasmide porteur de trpl + est bien insere dans ARG2 : 

- 45,5 % de spores parentales ( arg2 + ; trpl + ) de phenotype [Trp + ; Arg + ], ce qu’on observe; 
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- 4,5 % de spores recombinees ( arg2 + ; trpl-5 ) de phenotype [Trp ; Arg + ], ce qu’on observe; 

- 4,5 % de spores recombinees ( arg2\:trpl + \ trpl + ) de phenotype [Trp + ; Arg - ] qui s’ajoutent 
aux 45,5 % de spores parentales {arg2:\trpl + \ trpl-5 ) de meme phenotype, ce qui conduit 
au total observe de 50 % de phenotypes [Trp + ; Arg - ]. 

On ne peut evidemment obtenir aucune spore de phenotype [Trp - ; Arg - ], puisque le pheno- 
type [Arg - ] resulte de l’inactivation du gene ARG2 par l’insertion du plasmide qui apporte 
obligatoirement trp/ + conferant le phenotype [Trp + ]. 

5. La souche argl-1 est de phenotype [Arg - ] alors qu’elle possede T allele sauvage arg2 + du 
gene ARG2. 

Le fait de cloner, en multicopie cet allele «rp2* dans argl-1, lui confere le phenotype [Arg + ], 
ce qui prouve que le phenotype [Arg + ] depend de la quantite de produit du gene ARG2. 

Par ailleurs, la position de la mutation argl-1 dans le gene ARG 1 semble indiquer qu’elle 
affecte le promoteur. 

On pourrait faire l’hypothese que le gene ARG2 code pour un activateur de ARG I et que la 
mutation argl-1 , affectant le promoteur, limiterait Tefficacite de l’activateur en deca d’un 
seuil critique. 

L’effet suppresseur serait alors du a la concentration de V activateur resultant du nombre 
eleve de copies du gene ARG2, pouvant alors forcer l’equilibre thermodynamique en faveur 
de la fixation de T activateur. Cette hypothese reste a verifier experimentalement ! 


Probleme 10.7 

On rappelle (voir exercices, chap. 7) que les genes CYC1 et CYP3 codent 
respectivement 1’ iso 1 -cytochrome c et l’iso2-cytochrome c, que ces deux 
isoenzymes representent respectivement 95 % et 5 % de la quantite totale 
de cytochrome c presente dans les chaines respiratoires de la souche 
sauvage, et que 1’ absence d’ iso 1 -cytochrome c ne permet plus de pousser 
sur lactate (let) mais permet encore de pousser sur glycerol (gly). 

On a montre que le gene CYP3 etait soumis a une regulation transcription- 
nelle positive. 

On dispose de deux souches haploides sauvage de levure Saccharomyces 
cerevisiae, S de signe MATa et S' de signe MAT a. 

On dispose de deux souches haploides de levure Saccharomyces cerevi- 
siae, de genotype eye 1-1 (deletion totale du gene cycl), A de signe MATa 
et A' de signe MATa. 

I.Apres avoir soumis une culture de A a T action d’un mutagene, on 
depose environ 10 9 cellules sur une boite de milieu Mo (let) ; cinq colonies 
s’y developpent, nominees respectivement R1 a R5. R1 a R5 se develop- 
pent aussi sur glycerol. Le dosage d’ iso 1 -cytochrome c, chez R1 a R5 se 
revele totalement negatif et le dosage d’iso2-cytochrome c donne des 
valeurs comprises entre 40 % et 80 % de la quantite totale de cytochrome c 
observee chez S. 
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Quelle est 1’ interpretation genetique, physiologique et biochimique de ces 
resultats ? 

2 . On realise les croisements R1 x S' et R1 x A'. Les diploides sont tous de 
phenotype [gly + , lct + ] . 

L’ analyse de tetrades issues de la meiose des diploides R I x S' donne : 

- 20 tetrades a 4 spores [gly + , lct + ] ; 

- 19 tetrades a 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores [gly + , let - ] ; 

-21 tetrades a 3 spores [gly + , lct + ] et 1 spore [gly + , let - ] . 

L’ analyse de tetrades issues de la meiose des diploides R1 x A' donne 
des tetrades qui sont toutes constitutes de 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores 
[gly + , let"]. 

Donnez une interpretation genetique precise et complete de tous ces resul- 
tats (genotypes et phenotypes, finalite des croisements realises). 

NB : on obtient des resultats semblables avec les souches R2 a R5. 

3. On realise les croisements R1 x C et R3 x C, ou C est une souche de 
phenotype [gly - let - ] et de genotype ( MAT a ; cycl-1, cyp3-10), oil cyp3-10 
est une mutation ponctuelle du gene CYP3 aboutissant a 1’ absence totale 
d’iso2-cytochrome c. Les diploides sont tous de phenotype [gly + , lct + ]. 

L’ analyse de 30 tetrades issues de la meiose des diploides R1 x C donne : 

- 6 tetrades a 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores [gly - , let - ] ; 

- 17 tetrades a 1 spore [gly + , lct + ], 2 spores [gly - , let - ] et 1 spore [gly + , let - ] ; 

- 7 tetrades a 2 spores [gly + , let - ] et 2 spores [gly - , let - ]. 

L’ analyse de 86 tetrades issues de la meiose des diploides R3 x C donne : 

- 85 tetrades a 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores [gly - , let - ] ; 

- 1 tc trade a 1 spore [gly + , lct + ], 2 spores [gly - , let - ] et 1 spore [gly + , let - ], 
tetrade notee T. 

Donnez une interpretation genetique precise et complete de tous ces resul- 
tats, sans oublier les aspects cartographiques, et confrontez vos conclu- 
sions aux hypotheses formulees a la question 1. 

4. On reprend les 2 spores [gly - , let - ] de la tetrade nomrnee T (question 
precedente) et on les croise, selon le signe sexuel de chacune d’elle, avec une 
souche A ou A'. Les deux diploides obtenus sont de phenotype [gly + , let - ]. 

a. Quels sont les genotypes des deux spores de la tetrades T ? Justifiez le 
choix de cette tetrade. 

b. Que prouvent les observations realisees, par rapport a vos conclusions 
precedentes ? 

c. Quelles auraient ete les observations dans le cadre de l’hypothese 
alternative ? 
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5. A parti r de la souche Rl, on obtient deux mutants independants de pheno- 
type [gly - , let-], notes D et E, toujours depourvus d’isol-cytochrome c. 

E est egalement depourvu d’iso2-cytochrome c, tandis que D presente un 
taux egal a 2 % de la quantite sauvage, ce qui ne lui permet plus de pousser 
sur glycerol. 

Les souches D et E sont croisees avec Rl' (meme genotype que Rl sauf 
pour le signe sexuel qui est oppose) ; les diploides sont tous de phenotype 
[gly + , lct+] et donnent a la meiose un seul type de tetrades avec deux spores 
[gly + , lct + ] et deux spores [gly - , let - ] . 

Les souches D et E sont egalement croisees avec C ; le diploide D x C est 
de phenotype [gly + , let - ] et le diploide E x C est de phenotype [gly - , let - ]. 

Donnez une interpretation genetique precise et complete de tous ces resul- 
tats, et confrontez vos conclusions aux hypotheses formulees a la question 3 
pour expliquer le phenotype [gly - , let - ] des mutants D et E, en rapport avec 
les dosages realises chez ces mutants. Cette question est independante de 

la 4. 

>- Niveau Licence-Master (L3, M1)/Pre-requis : chapitres 2, 4, 7 et 8. 

NB : probleme adapte d’un TD congu par C. Isnard, J. Deutsch, D. Cohen (univer- 
sity Paris VI) a partir des travaux de J. Verdiere (CNRS, Gif s/Yvette). 

Solution 


1. • Analyse genetique. Rl a R5 sont des revertants, capables d’utiliser le lactate, et done le 
glycerol. Comrne le mutant de depart est delete pour le gene de P iso 1 -cytochrome c, ces 
revertants sont obligatoirement porteurs d’un suppresseur physiologique, note su“. dont 
l’effet est de rendre inutile le produit code par le gene mute, ici cyc-1. Ici le suppresseur 
physiologique a pour effet d’accroitre la quantite d’iso2-cytochrome c de fagon telle, au- 
dessus du 5 % sauvage, que la croissance sur lactate devient possible. 

• Interpretation fonctionnelle et biochimique. L’accroissement de la quantite d’iso2-cyto- 
chrome c peut resulter de plusieurs evenements moleculaires distincts : 

- ce peut etre une mutation affectant F allele sauvage cyp3 + , soit son promoteur qui serait 
plus actif, par exemple en ayant plus d’affinite pour l’activateur de CYP3 (on sait qu’il y a 
une regulation positive), soit la sequence codante qui donnerait une molecule plus active 
(hypothese peu vraisemblable mais pas impossible); 

- ce peut etre une mutation affectant le gene de Factivateur de CYP3, le rendant plus actif. 

2. Les diploides obtenus ont respectivement les genotypes (on note su a , la sequence mutee 
ayant un effet suppresseur actif, et su 1 , la sequence sauvage inactive) : 

Rl X S' : ( cycl-1 , cyp3 + , su a )//(cycl + , cyp3 + , su 1 )', 

Rl x A' : ( cycl-1 , cyp3 + , su a )//(cycl-l , cyp3 + , su‘). 

Que le premier soit sauvage [gly + , lct + ] est logique, puisqu’on sait que eye P est dominant et 
que su a a un effet suppresseur sur celui de cycl-1. Mais le fait que le second soit egalement 
sauvage [gly + , lct + ] prouve que F effet de su a est dominant sur celui de su'. 

L’ analyse de tetrades issues des meioses des diploides Rl x S' teste la segregation aux 
locus cycl et su. On peut attendre quatre types de spores de genotype et de phenotype : 


parental ( cycl-1 , su a ), done de phenotype [gly + , lct + ] ; 
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- parental ( cycl + , su' ), done de phenotype [gly + , lct + ] ; 

- recombine ( cycl-1 , su' ), done de phenotype [gly + , let - ] ; 

- recombine ( cycl + , su a ), a priori de phenotype [gly + , lct + ], mais cela doit etre demontre. 
Les 20 tetrades avec 4 spores [gly + , lct + ] sont des DP, et les deux autres types de tetrades sont 
des DR et des T. Comme les DR contiennent au moins deux spores recombinees [gly + , let - ], 
on peut en deduire que les deux autres spores recombinees de ces 19 DR sont de pheno- 
type [gly + , lct + ], comme attendu. Les 21 autres sont des T. 

Les genes cycl et su sont genetiquement independants, puisque les frequences des DP et des 
DR sont egales, et physiquement independants, puisque la frequence des T est inferieure a 2/3. 
L’ analyse de tetrades issues des meioses des diploides R1 x A' teste la segregation 2/2 pour 
le suppresseur, on doit en effet attendre deux types de spores equifrequentes, de genotypes 
su a ou su 1 et de phenotype [gly + , lct + ] ou [gly + , let ] et un seul type de tetrade, si L effet 
suppresseur resulte d’une seule mutation, ce qui est confirme par le resultat. 

3. Les diploides obtenus ont respectivement les genotypes (on note par su I a et su3 a , les 
suppresseurs actifs de R1 et R3) : 

R1 x C : ( cycl-1 , cyp3 + , sul a )//(cycl-l, cyp3-10, sul' ); 

R3 X C : ( cycl-1 , cyp3 + , su3 a )//(cycl-l , cyp3-10, su3'). 

Que ces diploides soient sauvages [gly + , lct + ] est logique, la perte de fonction de cyp3-10 est 
recessive et compensee par P effet de cyp3 + , et on sait que sul a ou su3 a ont un effet suppres- 
seur dominant vis-a-vis de l’effet ou 1’ absence d’effet de su!' ou su3‘. 

L’ analyse de tetrades issues des meioses des diploides R1 x C teste la segregation aux 
locus cyp3 et sul, aftn de tester la liaison ou Findependance genetique. On peut attendre 
quatre types de spores de genotype et de phenotype : 

- parental ( cyp3 + , sul a ), done de phenotype [gly + , lct + ] ; 

- parental ( cyp3-10 , sul 1 ), done de phenotype [gly“, let - ]; 

- recombine ( cyp3 + , sul'), done de phenotype [gly + , let J ; 

- recombine ( cyp3-10 , sul a ), a priori de phenotype [gly - , let ], puisque les deux genes sont 
mutes et que l’effet de sul a d’accroitre l’expression de la sequence CYP3 ne doit pas etre 
« tres suppresseur », si cette sequence est mutee (cyp3-10), mais cela doit etre demontre. 

Les 6 tetrades avec 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores [gly , let ] sont obligatoirement les DP, et 
les deux autres types de tetrades sont des DR et des T. Comme les DR contiennent au moins 
deux spores recombinees [gly + , let ], on peut en deduire que les deux autres spores recombi- 
nees de ces 7 DR sont de phenotype [gly - , let ]. comme attendu. Les 17 autres sont des T. 
Les genes CYP3 et sul sont genetiquement independants, puisque les frequences des DP et 
des DR sont egales, mais on ne peut statuer sur Findependance physique, puisque la 
frequence des T est egale a 2/3. 

L’ analyse de tetrades issues des meioses des diploides R3 x C teste la segregation aux locus 
CYP3 et su3, qui n’est pas obligatoirement le meme que sul, aftn de tester la liaison ou l’inde- 
pendance genetique. On peut attendre quatre types de spores de genotype et de phenotype : 

- parental ( cyp3 + , su3 a ), done de phenotype [gly + , lct + ] ; 

- parental ( cyp3-10 , su3'), done de phenotype | gly . let - ]; 

- recombine ( cyp3 + , su3'), done de phenotype [gly + , let ] ; 

- recombine ( cyp3-10 , su3 a ), a priori de phenotype [gly", let ], puisque les deux genes sont 
mutes et que l’effet de su3“ d’accroitre l’expression de la sequence mutee cyp3-10 ne doit 
pas etre « tres suppresseur », mais cela doit etre demontre. 
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Les 85 tetrades avec 2 spores [gly + , lct + ] et 2 spores [gly let ] sont obligatoirement les DP, 
et l’autre tetrade ne peut etre qu’un T, car il y aurait deux spores [gly + , let ] si e’etait un DR; 
les deux spores [gly~, let ] correspondent bien alors au parental et au recombine attendu. 

D’ailleurs, en cas de liaison genetique, comme on va le voir, la frequence des DR (qui suppo- 
sent au moins 2 crossing-over) est toujours inferieure a celle des T (qui n’en supposent qu’un 
seul). 

Les genes CYP3 et su3 sont genetiquement tres lies, puisque la frequence des DP est tres 
superieure a celle des DR et la distance entre les locus est egale hd= [3/(DR) +/( T)/2] x 100 
= 0,58 ur. 


Si on confronte les resultats relatifs a R1 et R3 aux hypotheses biochimiques detaillees a la 
question 1, on peut admettre que R1 n’est certainement pas mute dans l’operateur de CYP3 + 
et qu’il Pest sans doute dans son activateur, et que R3 pourrait etre mute dans l'operateur de 
CYP3 + , compte tenu de la distance tres faible entre les sites su3 a et cyp3- 10; cependant la 
distance n’est pas un critere absolu, car on pourrait imaginer que su3 a est mute dans un gene 
contigu de CYP3. 

4. a II est logique de prendre la tetrade T, puisqu’on est sur d’avoir, parmi les deux spores 
Lgly~, let - ], la spore recombinee de genotype ( cycl-1 , cyp3- 10_ su3“) tandis que l’autre est le 
parental de genotype ( cycl-1 , cyp3- 10_ su3'). 

NB : le signe « _ » entre les locus cyp3 et su3 indique la liaison genetique. 

Les diploi'des obtenus par croisements paralleles avec A ou A' sont de genotypes : 

(i cycl-1 , cyp3-10_su3 a )//(cycl-l, cyp3+_sui3') 
et ( cycl-1 , cyp3-l0_ sui3 l )/l(cycl-l, cyp3+_ sui3 l ). 

Que le deuxieme genotype soit de phenotype [gly + , let ] est attendu puisqu’il n’a qu’une 
copie sauvage de P allele cyp3 + et ne peut, au mieux, que pousser sur glycerol; mais que le 
premier genotype soit aussi de phenotype [gly + , let'], alors que su3 a est present, prouve que 
la sequence su3“ n’a pas d’effet sur cyp3 + , chez ce diploi'de, alors qu’elle avait un effet sur 
cyp3 + chez le revertant R3. 

Cela prouve que su3“ est cis-dominant et qu’il affecte, sans doute, le promoteur de CYP3, 
hypothese d’autant plus vraisemblable sachant la distance genetique entre les sites su3 a 
et cyp3-10. 

4. b Le revertant R3 correspond bien a une des deux hypotheses biochimiques de la 
question 1, et la cis-dominance est la propriete attendue du mutant de cible dont on a fait 
l’hypothese a la question 3. 

4. c Si su3 a n’avait pas ete cis-dominant mais trans-dominant, affectant le gene d’un activa- 
teur, par exemple, alors le premier genotype diploi'de aurait ete de phenotype [gly + , lct + ] . 

5. D et E restent depourvus d’isol parce qu’ils sont restes cycl-1 ! 

Si E est depourvu d’iso2, on peut supposer qu’il est mute dans la sequence codante de CYP3, 
ou bien dans le gene de l’activateur de CYP3, e’est-a-dire dans le gene sul, si on suppose que 
sul a affectait le gene de P activateur. 

En revanche, D presentant encore une activite meme reduite d’iso2, ne peut etre mute dans la 
sequence codante de CYP3, mais peut l’etre soit dans son promoteur, soit, la encore, dans le 
gene de P activateur, P activite iso2 reduite correspondant au taux de transcription de base du 
gene CYP3 + en absence d’ activateur. 


Mais on peut aussi imaginer que D et/ou E puissent etre mutees dans un autre gene que cyp3 
ou son activateur ! 
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Aussi les genotypes des diploides obtenus par croisement paralleles de D et E avec Rl' 
peuvent etre ecrits formellement ainsi : 

(cycl-1, cyp3 + , cl, sul a )//(cycl-l, cyp3 + , d + , sul a ) 
et ( cycl-1 , cyp3 + , e, sul a )/l(cycl-l, cyp3 + , e + , sul a ). 

ou d et e sont les « notations formelles » des mutations affectant respectivement D et E, les 
mutations d ou e pouvant affecter le gene CYP3 (dans ce cas une des copies est cyp3~) ou le 
gene de l’activateur (dans ce cas une des copies est suil) ou un autre gene. 

11 est logique que les phenotypes soient dans les deux cas [gly + , lct + ] puisque au moins un des 
deux sul a est fonctionnel, mais cela montre aussi que les mutations d et e sont recessives. 

L’ analyse de segregation montre que D ou E ne different de Rl que pour un seul gene (segre- 
gation 2/2 des couples d//d + ou e//e + ) ; ce gene etant done CYP3 ou sual (activateur de CYP3) 
ou un troisieme. 

Les genotypes des diploides obtenus par croisements paralleles de D et E avec C peuvent etre 
ecrits ainsi : 

D x C : ( cycl-1 , cyp3 + , cl, sul a )//(cycl-l , cyp3-10, d + , sul 1 ) 
et E x C : ( cycl-1 , cyp3 + , e, sul a )ll(cycl-l, cyp3-10, e + , sul‘). 

• Le premier diploide est de phenotype [gly + , let'], ce qui est possible si la mutation affecte 
le gene de l’activateur et que la sequence sul" disparait au profit d’une perte de fonction 
notee sir, le gene CYP3 n’etant plus regule que par la copie sauvage sul', ce qui redonne le 
phenotype [gly + , let']. 

Chez l’haploi'de D, la mutation su' abaisse le taux de transcription de CYP3 + a un « niveau de 
base » donnant une quantite d’iso2 insuffisante pour pousser sur glycerol, mais dosable 
(2 % de la quantite SSR). 

• Le deuxieme diploide est de phenotype [gly~, let'], ce qui est possible si la mutation e 
touche L allele cyp3 + qui devient une mutation de perte de fonction cyp3~, il n’y a alors plus 
aucun cytochrome c, ni chez E (comme cela a ete observe, dosage = 0) ni chez le diploide. 
Toutefois, sur un plan formel, rien n’exclut que les mutations d ou e touchent un troisieme 
gene, meme si on montrait que cl cosegrege avec sit / et que e cosegrege avec CYP3. 

Probleme 10.8 

Le schema ci-contre presente une partie du metabolisme de 1’ adenine et de 
l’hypoxanthine (dont la formule differe de celle de 1’ adenine par 1’ absence de 
fonction amine sur le carbone 6 du cycle, remplacee par une fonction 
cetone) chez la levure Saccharomyces cerevisiae. 

L’inosine est le nucleoside de l’hypoxanthine comme 1’ adenosine est celui 
de P adenine; a partir de l’IMP (inosine monophosphate) la cellule realise 
la synthese de xanthine monophosphate puis de GMP (guanosine mono- 
phosphate). 

La cellule a done besoin, pour se developper, de pouvoir assurer a la fois la 
synthese d’adenine et d’hypoxanthine. 

Question 1. 

Le gene ADE 10 specific l’enzyme qui assure la transformation de AICAR 
en IMP. Ce gene a ete identifie chez un mutant haploide auxotrophe adelO 
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de phenotype [ade - ] ; Justifiez ce phenotype et le fait que le mutant ctdelO 
peut aussi bien pousser sur un milieu minimum (Mo) supplemente en adenine 
qu’en hypoxanthine. 




Inosine 


ADA1 


◄ 



Adenosine 



Hypoxanthine 


Adenine 


i 

L 


i 

k 






Hypoxanthine 

exterieure 


Adenine 

exterieure 


Question 2 (independante). 

L’activite desaminase specifiee par le gene DEA2 est testable dans le 
milieu de culture par un test de coloration : en presence d’un substrat speci- 
fique, note S, une colonie de levure DEA2 + est rouge. Des etudes enzyma- 
tiques ont montre que les activites desaminase specifiees par les genes DEA2 
etADAl etaient indecelables en cas de concentration intracellulaire impor- 
tante en hypoxanthine, notamment sur un milieu additionne d’hypoxanthine. 
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On dispose des souches ( adelO-1 , trpl-3, lys2-4) et ( metl4-5 , his2-3), 
respectivement de phenotype [ade - , tip - , lys - ] et [met - , his - ], l’une et 1’ autre 
de signe sexuel in at a ou mata. 

a. Quel est le phenotype de coloration du mutant ( adelO-1 , trpl-3, lys2-4) 
sur les milieux suivants : 


Mo 

+ lysinetryptop 
hane + S 


Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ S + adenine 


Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ S + hypoxan- 
thine 


Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ adenine 


Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ hypoxan- 
thine 


a. A partir de ce tableau, pouvez vous definir, pour la souche (, adelO-1 , trpl-3, 
lys2-4), un crible simple de mutants dea2- ? Est-il possible d’obtenir de tels 
mutants a partir de la souche ( metl4-5 , his2-3 ) ? Justifiez votre reponse. 

b. De laquelle des souches precedentes partiriez-vous pour obtenir un mutant 
adal- ? 

On ne demande pas de decrire toute la procedure de mutagenese et de 
selection des mutants mais de justifier votre reponse en precisant le pheno- 
type qui distinguerait un tel mutant. 

Question 3. 

A Tissue des etudes rnenees precedemment, on dispose d’une souche 
haploide A ayant perdu les fonctions specifiees par les genes ADA1 et DEA2 
et dont le genotype presume est note {cidelO-l, dea2-l, adal-1, trpl-3, 
lys2-4, metl4-5). 

Une culture de la souche A est soumise a Taction d’un agent mutagene avant 
d’etre etalee sur un milieu minimum Mo, supplemente en adenine, en tryp- 
tophane, en lysine et en methionine. On observe 10 colonies. Ces dix colonies 
sont repiquees sur le meme milieu additionne du substrat S, trois d’entre 
elles forment des colonies rouges. 

a. Que peut-on dire a coup sur de ces trois colonies rouges ? 

b. Ces trois colonies sont repiquees sur des milieux test adequats, deux se 
revelent [trp + , lys + , met - ], et sont notees RA1 et RA2, la troisieme, notee 
RA3, se revele [trp + , lys - , met - ], quelle est la conclusion la plus vraisem- 
blable ? Comment expliquez-vous la difference de phenotype lysine entre 
RA3 et RA1 ou RA2 ? 

c. Quelles hypotheses peut-on emettre pour les sept autres colonies ? 

Question 4. 

Les colonies RA1, RA2 et RA3 sont croisees chacune avec la souche 
0 metl4-5 , his2-3 ) puis le diploide est mis a sporuler afm de recueillir et 
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d’ analyser les tetrades pour les phenotypes d’auxotrophie au tryptophane 
et a la lysine (tableau ci dessous). 

On sait, par - des analyses anterieures, que toutes les mutations d’ auxotro- 
phic trpl-3, lys2-4, metl4-5 et his2-3 sont physiquement independantes 
deux a deux et que le gene TRP1 est un marqueur centromerique. 

a. Montrez en quoi ces resultats confirme votre interpretation fonctionnelle 
de la question 3-a. 

b. Quelles precisions cartographiques apportent ces resultats ? Combien de 
genes au minimum, quelles distances entre genes, entre gene et centromere ? 
Faire un schema de la cartographic. 



Analyse des tetrades 
pour le phenotype 
tryptophane 


Analyse des tetrades 
pour le phenotype lysine 


[trp+] 

[trp*] 


[trp + ] 


[lys + ] 

[lyr] 

[lyr] 


[trp+] 

[trp*] 


[trp+3 


[lys + ] 

[lyr] 

[lyr] 


[trpr] 

[trp+] 


[trp + ] 


[lyr] 

[lyr] 

[lyr] 


[, trp-] 

[trpi 


[trp+] 


L lyr] 

[lyr] 

[lyr] 

Croisement 

22 

A 

24 


A 

12 

34 

avec RA1 

H 



Croisement 

18 

12 

20 


8 

33 

Q 

avec RA2 



Croisement 

avec RA3 

2 

10 

38 


50 

0 

0 


Question 5. 

Les sept colonies demeurees blanches a Tissue du test de coloration 
(voir question 3), notees RA4 a RA10, sont restees mutantes pour les 
trois auxotrophies (tryptophane, lysine, methionine) presentes dans la 
souche A. 

Une analyse enzymatique in vitro permet d’attester la presence de l’acti- 
vite desaminase codee par le gene ADA1 et capable d’ assurer la transfor- 
mation d’ adenosine en inosine. 

Une analyse biochimique sernble montrer que la chaine peptidique corres- 
pondant a la proteine du gene ADA1 est presente dans ces sept colonies et 
ne sernble pas differer de la chaine peptidique sauvage (on observe le meme 
finger print dans de multiples conditions differentes). 
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a. En quoi ces observations rendent difficile d’envisager que la souche A 
ait ete mutee dans le gene ADA /, comme on l’avait imagine au depart sur la 
base d’ observations phenotypiques comme celles decrites a la question 2.c 
(noter que Tenoned de la question 3 considere que le genotype de la souche A 
n’est que presume) ? Quelles sont deux hypotheses simples qu’on pourrait 
imaginer pour expliquer la croissance des colonies RA4 a RA10 ? 

b. On dispose d’un autre mutant, note B, de genotype (adelO- 1, dea2- 1, 
adal- 2, trpl- 3, lys2-4, metl4- 5) a partir duquel on obtient un revertant chez 
lequel la chaine peptidique specifiee par ADA1 differe de la chaine pepti- 
dique sauvage pour plusieurs acides amines contigus; precisez en quoi 
cette observation atteste que la souche B est bien mutee dans le gene ADA1 
et la nature de la mutation adal- 2. 

c. Le mutant A, dont le genotype presume avait ete note {adelO- 1, dea2- 1, 
adal- 1, trpl- 3, Iys2-A, metl4- 5) est croise avec une souche {adelO- 1. dea2- 1, 
adal- 2, his2-3 ) sur milieu minimal Mo additionne d’hypoxanthine; deux 
observations sont realisees : 

- les colonies qui apparaissent se revelent incapables de pousser par replique 
sur un milieu minimal additionne d’ adenine; 

- les diploides donnent, apres meiose, des tetrades dont T analyse pour le 
phenotype de croissance sur adenine donne les resultats suivants : 18 tetrades 
avec 2 spores [ade - ] et 2 spores [ade + ], 12 tetrades avec 3 spores [ade-] 
et une spore [ade + ] et 17 tetrades avec 4 spores [ade - ]. 

En quoi ce resultat est il en faveur d’une des deux hypotheses simples 
formulees precedemment ? 

NB : dans cette question les phenotypes [ade + ] et [ade~] indiquent la capa- 
city on l’ incapacity de pousser sur adenine (et non comme classiquement 
la capacite ou V incapacity de la synthetiser); en effet les souches utilisees 
sont toutes adelO-1. 

>• Niveau L3-Prepa-Master/pre-requis : chapitres 2, 3, 5, 7 
Solution 

1. En Tabsence du produit du gene ADE10, la chaine de synthese de T adenine est inter- 
rompue, ce qui conduit non seulement a une carence en adenine, mais aussi a une carence en 
AMP, en IMP et en GMP, puisque la synthese d’IMP apparait comme un point central a 
toutes ces chaines. 

L’apport d’adenine permet la production d’ AMP, d’IMP via l’hypoxanthine, soit directement 
par Tenzyme codee par DEA2, soit via TAMP, puis l’adenosine et l’inosine, par l’enzyme 
codee par ADAl. 

L’apport d’hypoxanthine permet la synthese directe d’IMP, puis la formation d’adenine via 
l’AMP et I’adenosine. 
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2. a. Phenotype de coloration de la souche (adelO-l, trpl-3, lys2-4 ) sur les milieux suivants : 


Mo 

+ lysinetryptop 
hane + S 

Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ S + adenine 

Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ S + hypoxan- 
thine 

Mo + lysine 
+ tryptophane + 
adenine 

Mo + lysine 
+ tryptophane 
+ hypoxanthine 

Ne pousse pas 
car ni adenine, 
ni hypoxanthine 

rouge 

blanc 

blanc 

blanc 


b. 11 suffit de partir de mutants adelO-l et d’etaler, apres mutagenese, sur milieu supplement^ 
en lysine + tryptophane + adenine et additionne de S pour recueillir les colonies blanches ; les 
mutants ainsi obtenus ne peuvent pousser sur adenine que grace a la fonction du gene 
ADA1 mais sont blancs car Factivite specifiee par DEA2 est absente. Le crible ainsi defini est 
un crible positif. 

II est possible et aussi facile d’obtenir des mutants dea2- a partir de la souche {met 14-5, his2-3) 
qui, etant DEA2 + , donne des colonies rouges sur milieu supplement^ en methionine et en 
histidine, additionne de S et dont le mutant dea2- sera capable de pousser sur le meme milieu 
mais donnera des colonies blanches par deficit de F enzyme specifie par le gene en ques- 
tion. . . si sa quantite est suffisante chez DEA2 + pour permettre la coloration. 

c. II faut partir de la souche ( adelO-l , trpl-3, lys2-4) devenue ( adelO-l , dea2-, trpl-3, lys2-4) 
a la suite du crible defini a la question precedente. Alors, par un crible negatif, on peut 
obtenir des mutants incapables de pousser sur adenine (car ils ne peuvent plus produire 
d’IMP) mais capables de continuer a pousser sur hypoxanthine (ils produisent 1’IMP directe- 
ment et F adenine via l’AMP et F adenosine). 

Le phenotype de tels mutants est done de ne « pas pouvoir pousser sur adenine et de pouvoir 
pousser sur hypoxanthine, sachant qu ’ils sont mutes, parperte de fonction, dans les deux genes 
ADE10 et DEA2 ». En effet, sans ces deux mutations prealables, on ne dispose d’aucun 
critere phenotypique permettant d’identifier, done de selectionner, de tels mutants. 

3. La souche etudiee est {adelO-l, dea2-l, adal-1, trpl-3, lys2-4, metl4-5), elle pousse sur 
milieu supplement^ en hypoxanthine mais ne peut pousser sur adenine car ne dispose pas des 
fonctions des genes DEA2 et ADA1. 

Les 10 colonies obtenues, capables de pousser sur adenine, sont des revertants capables de 
former de Fhypoxanthine a partir d’adenine ou, en tout cas de former de 1’IMP 


a. Les trois colonies rouges, en presence de S, sont obligatoirement des revertants ayant 
recouvrer la fonction du gene DEA2 puisque Factivite desaminase specifiee par ce gene est 
requise pour utiliser le substrat specifique S qui donne la coloration. 


b. Cette conclusion est confortee par ce resultat. En effet on peut considerer que ces rever- 
tants ayant aussi retrouver la prototrophie pour un ou meme deux acides amines, sont des 
revertants par suppresseur informationnel, ce qui signifie que les mutations dea2- 1 trpl-3 et 
lys2-4 sont des mutations STOP de meme nature, dont l’effet (d’interruption de la traduction) 
peut etre supprime par le meme ARN-t suppresseur. Cependant, chez RA3, l’ARN-t suppres- 
seur agit sur dea2-l et trpl-3 mais pas sur lys2-4, alors que les mutations sont du meme type, 
sans doute parce que l’ARN-t suppresseur apporte un acide amine compatible au niveau des 
chaines peptidiques des deux premiers genes mais incompatible au niveau de la chaine pepti- 
dique codee par le gene LYS2 (qui sera inactive et/ou mal conformee et/ou instable). 
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c. Les sept autres colonies n’expriment pas la fonction DEA2, puisque les colonies sont blan- 
ches. II peut alors s’agir : 

- de revertants par suppresseur informationnel de adal- 1, si ce gene est mute par un codon 
stop, mais dans ce cas il s’agit d’un stop different de celui affectant DEA2 , sinon le suppres- 
ses aurait un effet sur celui-ci et la colonie serait rouge ; 

- de revertants par un suppresseur intragenique de ADA1 ; 

- de revertants par un suppresseur physiologique compensant la perte de fonction soit de 
DEA2, soit de ADA1, soit eventuellement des deux fonctions a la fois, ces fonctions etant 
de meme nature (desaminase) ; 

- de revertants par une mutation affectant un gene de regulation du gene ADA1, si la muta- 
tion adal-l ne touche pas en realite le gene ADA / (le critere phenotypique d’incapacite de 
pousser sur adenine pouvant resulter d’une mutation dans le gene de structure de ADA1 ou 
dans un gene de regulation). 

Remarque. A ce stade du probleme, cette derniere hypothese n’est pas attendue parmi 
les reponses des etudiants, meme si Fenonce de la question precise que le genotype de 
A est « presume ». 

4. Dans ce croisement, seuls les phenotypes tryptophane et lysine sont analyses, ce qui 
concerne dans chaque croisement trois genes, les genes TRP1, LYS2 et le gene suppresseur, 
nomme su / dans RA1, su2 dans RA2 et su3 dans RA3. 

Dans chaque croisement le diploi'de obtenu est de genotype : 

trpl-3 // trpl + lys2-4 // lys2 -I su n a II su n ' 

ou : 

- le premier allele est celui apporte par le revertant et le second allele est celui apporte par la 
souche ijnetl4-5, his2-3) ; 

- n est le numero du suppresseur (1, 2 ou 3), dans sa version allelique active (a) ou inactive, 
sauvage (i) ; 

- les pointilles indiquent F ignorance relative a une liaison genetique eventuelle du locus du 
suppresseur avec Fun des deux locus precedents (ceux-ci etant physiquement indepen- 
dants, voir enonce). 

A partir de ce genotype, et en considerant le gene suppresseur et le gene TRP1 , quatre types 
de spores sont possibles : 

- spore parentale : ( trpl-3 , su n a ) de phenotype [trp + ] pour n = 1, 2 ou 3, 

- spore parentale : ( trpl + , su,, 1 ) de phenotype [trp + ] pour n = 1, 2 ou 3, 

- spore recombinee : ( trpl-3 , su n ') de phenotype [trp ] pour n = 1, 2 ou 3, 

- spore recombinee : (trpl + , su n a ) de phenotype [trp ? ] pour n = 1, 2 ou 3. 

Si la spore recombinee ( trpl + , su n a ) avait un phenotype [trp ], on observait parmi les trois 
types de tetrades, des DR avec quatre spores [ trp ] , ce qui n’est pas le cas et montre que le 
phenotype est [trp + ] 

A partir de ce genotype, et en considerant le gene suppresseur et le gene LYS2, quatre types 
de spores sont possibles : 

- spore parentale : (Iys2- 4, su n a ) de phenotype [lys + ] pour n = 1, 2 mais pas pour n = 3, 

- spore parentale : ( Iys2 + , su n l ) de phenotype [lys + ] pour n = 1, 2 ou 3, 

- spore recombinee : (lys2- 4, suj) de phenotype [lys~] pour n = 1, 2 ou 3, 

- spore recombinee : ( Iys2 + , su n a ) de phenotype [lys ? ] pour n = 1, 2 ou 3. 
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Si la spore recombinee ( lys2 + , su n a ) avait un phenotype [ lys |, on observait parmi les trois 

types de tetrades, des DR avec quatre spores [lys - ], ce qui n’est pas le cas et montre que le 

phenotype est [lys + ], 

L’ analyse du tableau conduit alors aux conclusions suivantes : 

a. Le suppresseur sU[ a de RA1 est : 

- genetiquement independant de TRP1 (22 DR et 24 DP) et physiquement egalement (4 T, tres 
inferieur a 2/3), 

- genetiquement lie a LYS2 (34 DP, 4 DR), ce qui conduit a une distance genetique corrigee 
egale a 100(12/2 + 3 x4)/50 = 36 u.r., 

- a une distance calculable de son centromere, car TRP1 etant centromerique, tous les tetra- 
types resultent d’une post-reduction entre le locus du suppresseur et son centromere; cette 
distance est egale a 100(4/50)/2 = 4 u.p.r. 

b. Le suppresseur su 2 a de RA2 est : 

- genetiquement independant de TRP1 (18 DR et 20 DP) et physiquement egalement (12 T, 
tres inferieur a 2/3), 

- genetiquement independant LYS2 (9 DP, 8 DR), sans qu’on puisse statuer sur Pindepen- 
dance physique puisque la frequence des tetratypes est egale a 2/3, 

- a une distance calculable de son centromere, car TRP1 etant centromerique, tous les tetra- 
types resultent d’une post-reduction entre le locus du suppresseur et son centromere; cette 
distance est egale a 1 00( 1 2/50)/2 = 12 u.p.r. 

c. Le suppresseur su 3 a de RA3 est : 

- genetiquement lie a TRP1 (38 DR et 2 Dr), ce qui conduit a une distance genetique 
corrigee egale a 100(10/2 + 3 x 2)/50 = 22 u.r., qui constitue aussi la distance du suppres- 
seur a son centromere (voir remarque) ; 

- genetiquement et physiquement independant LYS2, non par Paralyse de tetrades qui reunis- 
sent toujours deux spores [lys + ] et deux spores [lys - ], qu’elles soient DP, DR ou T, mais parce 
que su3 est lie a TRP1 qui, lui, est physiquement independant de LYS2 (voir enonce). 

Remarque. Si on calculait la distance de su3 a son centromere en considerant TRP1 
comme marqueur centromerique, elle serait egale a 100(10/50)/2 = 10 u.p.r. et serait sous 
estimee, car on ne prendrait en compte, dans ce calcul, que la post-recombinaison 
issue d’un seul crossing-over. 

On peut presenter la cartographie suivante : 



TRP1 
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5. a. On a sept revertants ou la chaine peptidique du gene de structure ADA / apparait comme 
sauvage; comme il est difficile d’imaginer qu’on ait sept revertants vrais, il est logique de 
considerer que le mutant adal-1 n’est pas mute dans le gene ADA1 mais dans un gene de 
regulation de ce gene de structure, par exemple dans le gene d’un activateur par une mutation 
de perte de fonction, ou dans le gene d’un represseur, par un gain de fonction conduisant a un 
represseur super actif. 

Remarque Pour pouvoir toucher le gene ADA1, on est parti de mutants ( adelO-1 , 
dea2-l), capables de pousser sur hypoxanthine et adenine, pour obtenir des mutants 
ayant perdu la capacite de pousser sur adenine, de tels mutants peuvent evidemment 
etre mutes dans ADA1 mais peuvent aussi etre mutes dans un autre gene, comme c’est 
ici le cas, ce qui montre bien que toute relation entre un phenotype et sa causalite gene- 
tique suppose une analyse fine ! . . .et qu’un meme phenotype pent recouvrir des realites 
genetiques tres differentes ! 

5.b. Si le revertant presente une chaine peptidique active mais differente de celle du sauvage, 
c’est que le mutant est bien touche dans le gene de structure concerne (s’il etait touche dans 
un gene de regulation de ce gene de structure, la chaine peptidique du revertant serait sauvage, 
comme dans le cas precedent). Ici, on peut conclure que la mutation adal-2 est une mutation 
de decalage du cadre de lecture dans la sequence codante du gene ADA1, et que le revertant 
presente une mutation de recalage (decalage en sens inverse) legerement en amont ou en aval 
du site de la mutation directe, de sorte que quelques acides amines contigus sont modifies 
dans la partie du cadre qui est demeuree decalee entre les deux sites, sans que cette modifica- 
tion altere la fonction de la chaine peptidique. 

5.c. Si la mutation nominee adal-1 touchait le gene ADA1 et etait alors allelique de la muta- 
tion adal-2, le genotype du diploi'de serait adal-1 //adal-2. Etant par ailleurs homozygote 
adelO-1 // adelO-1 et dea2-l // dea2-l, ce diploi'de n’aurait pas la capacite de pousser sur 
adenine (pas de fonction desaminase), ce qui est le cas. 

Mais, si les mutations adal-1 et adal-2 etaient alleliques, l’analyse de tetrades ne devrait 
alors donner que des spores [ade-] incapables de pousser sur adenine, ces spores etant toutes 
deficientes pour les fonctions ADA1 (segregation 2-2 des alleles adal-1 et adal-2), DEA2 et 
ADE10. Or ce n’est pas le cas, ce qui confirme que adal-1 et adal-2 ne peuvent etre alleliques. 
Comme on doit considerer (voir question a) que la mutation adal- 1 ne touche pas le gene 
ADA1 mais un autre gene, nomme R, le genotype du diploi'de peut s’ecrire : 

R(ada-l-l) //R + adal + //adal-2 

ou : 

- le premier allele correspond a l’apport de la souche A et le second a Fapport de la souche B ; 

- 1’ allele mute R correspond a 1’ allele mute chez le mutant adal-1 ; 

- les pointilles indique l’ignorance quant a la liaison entre les locus des deux genes. 

Comme ce diploi'de s’avere incapable de pousser sur adenine, on doit considerer que le 
phenotype [ade-] sur milieu Mo avec adenine est dominant, que l’effet de la mutation R(adal-1 ) 
est dominant sur celui de l’allele sauvage R + . 

L’analyse de tetrades fait apparaitre trois types de tetrades, ce qui est une nouvelle confirma- 
tion de 1’ absence de segregation 2/2 pour R(adal-1 ) et adal-2. 

La meiose peut conduire a quatre types de spores : 

- spore parentale : (R, ada + ) de phenotype [ade - ], 

- spore parentale : ( R + . adal-2) de phenotype [ade - ], 
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- spore recombinee : (R + , ada + ) de phenotype [ade + ], 

- spore recombinee : ( R , aclal-2) de phenotype [ade | si on considere l’effet joint des 

deux mutations car l’analyse de tetrades donnerait 
des tetrades DR a quatre spores [ade + ] si le phenotype 
n’etait pas [ade - ]. 

On a done 17 DP et 18 DR, ce qui permet de conclure a l’independance genetique de ces 
deux genes, et seulement 12 tetratypes (moins de 2/3) ce qui permet de conclure a leur inde- 
pendance physique. 

La mutation adal-1 n’affecte done pas le gene ADA1 mais un autre gene R, physiquement 
independant de ADA1 et specifiant vraisemblablement un represseur de ADA1, de sorte que 
la mutation R (notee initialement adal-1) serait un gain de fonction conduisant a la presence 
d’un represseur sur-actif, dont l’effet serait dominant chez le diploide. II serait logique de 
renommer la mutation adal-1 en la designant par R +++ . 

Chez les sept revertants RA4 a RA10, le phenotype [ade + ] est recouvre par une mutation 
suppresseur de perte de fonction affectant le gene R et abolissant l’effet du represseur sur- 
actif code par P allele R +++ . 


Probleme 10.9 

On suppose, dans tout le probleme, qu’on dispose des souches de signe 
sexuel, et des marqueurs de selection des diploides adequats. 

La cellule de levure S. cerevisiae a besoin d’une grande quantite de phos- 
phate pour sa croissance et sa multiplication (synthese de ses acides 
nucleiques et des phospholipides). Les sources de phosphate qu'elle utilise 
sont preferentiellement le phosphate inorganique libre externe (Pi) trans- 
porte tel quel dans la cellule par une permease, ou le phosphate (Pi) libere 
par clivage de composes organiques par des enzymes appelees phosphatases. 
Des phosphatases acides (pH3 ou 4 optimum), membranaires ou periplas- 
rniques permettent l’utilisation de composes d’origine exterieure, la levure, 
comme tous les champignons, pouvant se developper en milieu tres acide. 
Des phosphatases alcalines cytoplasmiques (pH8 optimum) permettent le 
recyclage du phosphate a partir de metabolites phosphoryles. 

On peut realiser le dosage de 1’ activite phosphatase acide par une mesure 
d’activite specifique (activite rapportee a 1 mg de proteine) et on peut 
realiser la separation electrophoretique de phosphatases de masse molecu- 
laire et/ou de charge differentes (figure 1), qui sont mises en evidence par 
revelation specifique de l’activite phosphatase acide dans le gel d’electro- 
phorese. 

On a observe, chez S. cerevisiae, que l’activite enzymatique de type phos- 
phatase acide est tres elevee en conditions de carence en Pi inorganique 
dans le milieu exterieur, et tres faible en presence de fortes concentrations 
dans le milieu. Ainsi la souche de levure haploide de reference SRI a une 
activite de phosphatase de 30 unites d’ activite specifique en conditions de 
carence en Pi externe et de 2 unites d’activite specifique, en presence de 
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fortes concentrations en Pi externe (voir figure 1). La souche SRI est de 
genotype ( hisl ~ , trpl~), deux mutations d’ auxotrophie responsables de 
phenotypes recessifs [his - ] et [tip - ] ; le gene TRP1, marqueur de centro- 
mere, est situe assez pres de son centromere pour que ses alleles soient 
toujours pre-reduits. On se propose au vu des resultats biochimiques, d’entre- 
prendre 1’ analyse des genes impliques dans cette activite phosphatase. 

Question 1. 

Dans des travaux precedents, on a pu isoler a partir de la souche SRI 
quatre mutants, appeles PH03, PH05, PHOIO et PH011, presentant une 
activite phosphatase acide reduite. Le phenotype mute est caracterise a la 
fois par un dosage d’ activite specifique et par un profd electrophoretique 
de cette activite (voir plus haut et figure 10.4). 

L’ analyse genetique et biochimique de ces mutants a conduit aux resultats 
suivants : 

- les diploides issus du croisement entre chaque mutant et une souche 
sauvage pour le phenotype phosphatase acide, sont de phenotype sauvage 
equivalent a celui de SRI (voir figure 10.4); 

- la sporulation de ces diploides conduit a deux types rigoureusement equi- 
frequents de spores de phenotype sauvage (du type SRI, voir figure 1) 
ou de phenotype mute (voir figure 10.4) ; 

- les croisements entre mutants donnent des diploides de phenotype 
sauvage. 

Proposez, avec concision, aussi bien pour les mutants que pour la souche 
SRI, une interpretation exhaustive de ces resultats sur le plan genetique et 
biochimique : nombre de genes identifies, effets des mutations, expression 
des genes en fonction du milieu, avec ou sans Pi. 



- Profils electrophoretiques des activites phosphatases acides en fonction 
des differentes souches et de leur milieu de culture. 
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- A gauche, poids moleculaires correspondant aux differentes bandes, en 
dessous dosage de 1’ activite specifique. 

- Souche (de gauche a droite) : SRI SRI PH03 PH05 PHOIO PHOll 

- Milieu de culture : sans Pi avec Pi sans Pi sans Pi sans Pi sans Pi 

- Activite Specifique : 30 3 25 6 24 23 

Question 2. 

On analyse les tetrades obtenues apres sporulation du diploide issu du croi- 
sement entre pho5 et une souche SR2 sauvage pour le phenotype phospha- 
tase acide, note [pho + ], et le phenotype tryptophane, note [trp + ], auxotrophe 
[lys - ] par mutation de perte de fonction dans le gene LYS2 ; les phenotypes 
mutes ou sauvages sont respectivement notes [pho - ], [tip - ] et [lys + ]. On 
observe les resultats suivants, classes par ordre d’importance, dont vous 
donnerez une interpretation cartographique precise. 


Tetrades de type 1 

Tetrades de type 2 

Tetrades de type 3 

[pho+, trp + ] 

[pho + , trp ] 

[pho+, trpi 

[pho+, trp + ] 

[pho+, trp ] 

[pho-, trpi 

[pho-, trpi 

[pho - , trpi 

[pho+, trpi 

[pho", trpi 

[pho - , trpi 

[pho-, trpi 

24 

22 

4 


Question 3. 

On analyse les tetrades obtenues apres sporulation de diploides issus du 
croisement entre pho5 et pho 3, pour le phenotype phosphatase acide. On 
observe les resultats suivants, classes par ordre d’importance, dont vous 
donnerez une interpretation cartographique precise. 


Tetrades de type 1 

Tetrades de type 2 

Tetrades de type 3 

[phoi 

[pho+] 

[pho+] 

[pho-] 

[phoi 

[pho+] 

[phoi 

[phoi 

[phoi 

[phoi 

[phoi 

[phoi 

80 

19 

1 


Question 4. 

On dispose d’un test colorimetrique qui permet de colorer en rouge les 
colonies presentant une activite phosphatase acide superieure a 7 unites 
d’ activite specifique. 
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A partir d’une autre culture de la souche SRI on isole, sur ce milieu test 10 

mutants [pho - ] donnant des colonies blanches et notes ml a mlO (mutants 

du probleme de controle continu). 

a. L’ analyse genetique de ces 10 mutants revele les faits suivants : 

- les phenotypes [pho - ] sont recessifs sauf deux, m3 et m7 qui sont 
dominants ; 

- les mutants semblent mutes dans un seul gene (50 % de spores [pho + ] et 
50 % de spores [pho - ] a Tissue de la meiose d’un diploide forme par le 
croisement entre chaque mutant mi et la souche sauvage SR2) ; 

- T analyse des croisements entre mutants recessifs permet de definir trois 
groupes de complementation (ml, m4, m9), (m2, m5, m8, mlO) et (m4, 
m6, m9); 

- les differents croisements entre les mutants ml, m4, m6 et m9 permet- 
tent, a Tissue de la meiose du diploide, de recueillir quelques spores 
sauvages [pho + ], ce qui permet de faire la carte fine des mutations ml, 
m4, m6 et m9, revelant qu’elles sont tres liees et dans l’ordre suivant : 



Quelle est la seule hypothese genetique permettant de concilier ces obser- 
vations, sachant, par ailleurs que la colonie m6 est mutee dans un gene 
PH04 dont le produit forme des oligomeres ? 

b. Analyse biochimique du mutant PH04 : 


P. mol. 

60 

kD 

58 

kD 

57 

kD 

56 

kD 


Figure 10.5 
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Sur un milieu carence en Pi, mais avec une source organique de phosphate, 
le mutant pousse tres lentement. 

Le dosage, apres culture sur milieu carence en Pi, de 1’ activite specifique et 
la realisation du profil electrophoretique conduit au resultat de la 
figure 10.5, avec une activite specifique autour de 7. 

En presence de Pi, ce mutant pousse normalement. 

L’ analyse d’autres mutants du gene PH04 a permis d’isoler un mutant 
nomme PH04 C . 

Le dosage, apres culture sur milieu carence en Pi, mais aussi sur milieu 
riche en Pi, de l’activite specifique et la realisation du profil electrophore- 
tique conduit au resultat de la figure 10.6, avec une activite specifique egale 
a 30. 

On obtient le meme resultat pour un diploide issu du croisement entre 
PH04 C et une souche SR. 


P. mol. 



60 kD 


— 

58 kD 



57 kD 



56 kD 




Figure 10.6 


Apres avoir tire de 1’ analyse genetique et biochimique les informations 
concernant les mutations pho4 et pho4 c touchant respectivement les mutants 
PH04 et PPI04 C , vous preciserez quel est l’effet de ces mutations et quelle 
peut etre la fonction du gene PH04. Vous justifierez votre reponse et vous 
ferez un schema precisant les interactions entre le gene PH04 et les autres 
genes definis auparavant. 

Question 5. 

Sur des boites du milieu test qui permet la coloration en rouge des colonies 
si l’activite phosphatase acide depasse un seuil superieur a 7 unites d’acti- 
vite specifique, le mutant PH04 donne des colonies blanches. L’etalement 
d’une culture mutagenisee de ce mutant PP104 permet d’isoler quelques 
colonies rouges. 

L’une de ces colonies est croisee avec la souche SR2; a 1’ issue de la sporu- 
lation du diploide on observe quelques tetrades avec quatre spores [lys + ]. 
Que pouvez vous en conclure ? 
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Question 6. 

On a montre que le mutant m7 est mute dans un gene nomine PHO80, 
physiquement independant de tous les autres genes etudies auparavant. 
L’ analyse biochimique de m7 donne des resultats identiques a ceux d’un 
mutant PH04 comme m6 (figure 2). On rappelle cependant que, croises 
avec une souche SR2, les mutants m6 et m7 donnent des diploides de 
phenotypes [pho + ] pour l’un et [pho~] pour l’autre. L’etalement d’une 
culture apres mutagenese du mutant m7, sur des boites de milieu test colo- 
rimetrique, permet d’isoler des colonies rouges dont l’analyse biochimique 
se revele identique a celle de la figure 3. L’analyse genetique de ces colo- 
nies permet de distinguer deux types de mutants, d’une paid des mutants du 
gene PP4O80 lui-meme dont l’analyse fonctionnelle permet de montrer 
que ce sont des mutants de perte de fonction, d’ autre paid des mutants du 
gene PH04 qui se revelent etre du type PH04 C . 

Compte tenu de toutes ces informations genetiques et biochimiques appor- 
tees par l’etude du mutant PHO80, vous preciserez quel est l’effet de ces 
mutations et quelle peut etre la fonction du gene PP4O80. Vous justifierez 
votre reponse et vous ferez un schema precisant les interactions entre le gene 
PP4O80 et les autres genes definis auparavant, notamment le gene PH04. 

>- Niveau L3-Master/pre-requis chapitres 2, 3, 4, 5, 7 
Solution 

1 . Analyse genetique. 

a. Les quatre mutants PH03, PH05, PHOIO et PH01 1 sont recessifs puisque les diploides 
issus de leurs croisements respectifs avec une souche sauvage SRI [pho + ] sont de phenotype 
sauvage. 

b. Ils semblent mutes dans un seul des genes impliques dans l’activite phosphatase acide, 
puisqu’on observe une segregation 2/2 des phenotypes [pho + ] et | pho ] dans la meiose des 
diploides mutant x SRI. Leurs mutations seront respectivement designees par pho3, pho5, 
pholO et pholl. 

c. Les croisements entre mutants recessifs peuvent etre interprets sur le plan fonctionnel 
comme un test de complementation ou de non complementation indiquant si les mutants sont 
mutes dans un (le) meme gene ou non. On peut conclure, a partir des resultats, que les quatre 
mutants sont mutes dans des genes differents. 

2. Analyse biochimique qualitative et quantitative. 

a. Elle confirme le resultat de 1’ analyse genetique, a savoir que les quatre mutants ne semblent 
mutes que dans un seul gene, different pour chacun : 

- la mutation pho3 est line perte de fonction dans le gene codant une phosphatase alcaline de 
57kD, 

- la mutation pho5 est line perte de fonction dans le gene codant une phosphatase alcaline de 
60kD, 

- la mutation pholO est line perte de fonction dans le gene codant une phosphatase alcaline 
de 58kD, 
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- la mutation pholl est une perte de fonction dans le gene codant une phosphatase alcaline 
de 56kD. 

b. Le gene PH05 est plus exprime et/ou son produit est plus actif puisque l’activite resultante 
qui lui est attachee est plus forte. 

c. Les trois genes PH05, PHOIO et PH011, ont une expression regulee puisqu’ils sont 
exprimes en absence de Pi mais ne sont plus exprimes en presence de Pi, soit qu’ils sont 
reprimes, soit qu’ils ne sont pas actives. 

Le gene PH03 est exprime de fa£on constitutive puisqu’il n’est pas regule par la presence ou 
1’ absence de Pi. 

d. Le gene PH05, bien que regule, laisse apparaitre la presence d’une quantite faible d’acti- 
vite meme en condition de repression ou de non activation. Cette quantite minimale, ou taux 
de base, semble indiquer que la quantite importante de produit PH05 correspond a une forte 
expression du gene PH05 plutot qu’a une forte activite de son produit, de sorte qu’il demeure 
une transcription minimale en condition de repression ou de non activation. 

2. L’ analyse les tetrades issues de la meiose d’un diploide issu de F union de spores [pho + , trp + ] 
et [ pho , trp I permet de definir les spores parentales et recombinees. On identifie 24 ditypes 
parentaux (DP), dont les quatre spores sont parentales, 22 ditypes recombines (DR), dont les 
quatre spores sont recombinees, et 4 tetratypes (T). 

L’egalite de frequence entre DP et DR permet de conclure a Findependance genetique entre 
les locus des genes PH05 et TRP1. En outre, la frequence des T etant significativement infe- 
rieure a 2/3, on peut conclure a leur independance physique, 

Enfin, le gene TRP1 etant un marqueur centromerique, on peut conclure que les T ne peuvent 
etre dus qu’a une post-reduction entre le locus du gene PH05 et son centromere, ce qui 
permet d’estimer la distance de PH05 a son centromere, la frequence des tetratypes etant 
alors egale a la frequence de post-reduction pour PH05. La distance est egale a la demi- 
frequence de post-reduction, soit la demi-frequence des tetratypes, soit 0,04 x 100 = 4 unites 
de distance centromerique par post-reduction. 

3. Le croisement entre mutants pho5 et pho3 concerne des genes PH05 et PH03 differents 
(il y a complementation fonctionnelle, voir question 1). 

Les spores [pho + ] observees dans certaines tetrades resultent done de la recombinaison entre 
ces deux genes conduisant a deux spores, l’une sauvage et l’autre double mutante. On attend 
done, pour des DR, la presence de deux spores [pho + ] et de deux spores [pho - ]. L’ analyse de 
tetrades montre qu’on obtient 80 DP, 19 T et 1 DR. 

Cette observation permet de conclure que les genes PHO 5 et PHO 3 sont genetiquement (et 
physiquement) lies puisque les DP (done les spores parentales) sont significativement plus 
nombreux que les DR (done les spores recombinees). 

Elle permet aussi d’estimer une distance genetique entre les deux sites (genes) mutes, 
distance corrigee par l’analyse de tetrades, soit 100[f(T)/2 + 3f(DR)] = 12,5 unites de chro- 
matides remaniees (ou cM si on estime que les distances corrigees sont additives). 

4. Analyse genetique. 

L’analyse de la complementation fonctionnelle permet de conclure d’une part que les mutants 
ml, m4 et m9 sont mutes dans un meme gene, d’autre part que les mutants m4, m6 et m9 
sont aussi mutes dans un meme gene, ce qui pourrait laisser croire que les mutants m4 et m9 
sont au moins des doubles mutants. 


Or une autre analyse (croisement par sauvage) semble montrer que tous ces mutants sont 
simples, mutes dans un seul gene, ce qui serait contradictoire pour m4 et m9. 
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Et la carte fine, compte tenu de la position du site ml, est egalement coherente avec l'hypo- 
these que ml, m4, m6 et m9 sont chacun mutes dans un seul et meme gene. On pourrait alors 
imaginer que les mutants m4 et m9 soient des mutants par deletion (d’ou la segregation 2-2 
chez les diploides avec SSR) touchant deux genes contigus, mais alors elles devraient toutes 
deux couvrir le site ml ce qui est contradictoire avec le fait qu’on a des recombinants sauvage 
[pho + ], 

11 faut done admettre que les quatre sites mutes appartiennent au meme gene et que la comple- 
mentation fonctionnelle chez les diploides ml x m6 serait de la complementation intragenique. 
Cette hypothese est coherente avec le fait que le gene concerne, PH04 , celui qui est mute 
chez m6 et done aussi les autres mutants ml, m4 et m9, code pour une chame peptidique 
formant des homo-dimeres. On sait en effet qu’une mutation de perte de fonction touchant un 
site d’interaction sur un protomere peut voir son effet corrige ou supprime par une autre 
mutation touchant le meme site sur un autre protomere et permettant alors 1’ interaction entre 
les deux protomeres mutes chez un diploide porteur des deux mutations differentes. 

Les mutants ml et m6 presen tent done une perte de fonction liee a une mutation dans un site 
d’interaction entre protomeres, alors que les mutants m4 et m9 presentent une perte de fonction 
dans un domaine actif du protomere, type de perte de fonction qui ne permet pas la comple- 
mentation intragenique. 

Analyse biochimique du mutant PH04. 

Le dosage d’activite chez PH04 est effondre a 7, et on ne distingue que l’activite PH03, qui est 
constitutive, et l’activite PH05, qui est a son taux de base, ce qui permet de conclure qu’aucun 
des genes regules n’est exprime. 

Or il s’agit d’un mutant simple, mute dans un seul gene, ce qui conduit a l’hypothese que le 
gene PH04 serait un gene de regulation. 

- si PH04 est un gene codant pour un activateur, tous les mutants de phenotype |pho ], 
comme ml, m4, m6 ou m9, seraient porteurs d’une mutation pho4 de perte de fonction, 
dont l’effet serait recessif vis-a-vis de celui de l’allele sauvage pho4 + , 

- si PH04 est un gene codant pour un represseur, les mutants de phenotype | pho ] seraient 
alors porteurs d’une mutation de gain de fonction, notee plii>4~ ++ , rendant le represseur 
super-actif, voire actif meme en presence de Pi, par exemple par incapacity de se lier au 
ligand-inducteur charge de le rendre inactif dans les conditions ou les genes sous sa depen- 
dance doivent etre transcrits (e’est-a-dire en absence de Pi). Mais, dans ce cas, on s’atten- 
drait a ce que le phenotype [pho - ] soit dominant, ce qui n’est pas le cas. 


Gene PH04 
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D’ailleurs l’observation du mutant PH04 C chez lequel l’expression de tous les genes est 
constitutive (expression sauvage a la valeur 30, meme en milieu riche en Pi ou les activites 
phosphatases ne sont pas requises) est coherente avec l’hypothese que PH04 code pour un 
activateur, que les mutants de phenotype [pho ] sont des mutants de perte de fonction ( plio4 ) 
et que le mutant PH04 C serait touche dans le site de liaison avec le ligand-inhibiteur. Dans ce 
cas le phenotype constitutif doit etre dominant, ce qui est le cas. 

D’oit le schema precedent, ou les fleches indiquent que le produit P PH ° 4 du gene PP104 est 
un activateur des genes PH05, PPIOIO et PHOIP le gene PH03 etant constitutif. 

5 . Les colonies rouges obtenues apres mutagenese d’un mutant pho4 ont un phenotype sauvage 
[pho + ] et sont des revertants, eventuellement porteurs d’une mutation suppresseur capable de 
supprimer l’effet de la mutation directe de perte de fonction touchant le mutant pho4. 

Pour le phenotype lysine, conditionne par la situation genetique au locus du gene LYS2, le 
diploide est Iys2 + /lys2 et doit obligatoirement donner deux spores de genotype ( lys2 + ) et 
deux spores de genotype (lys2~), soit deux spores [lys + ] et deux spores [ lys ], a moins que le 
revertant [pho + ] soit un revertant par suppresseur informationnel capable de corriger a la fois 
l’effet de la mutation pho4 et celui de la mutation lys2, ce qui est ici le cas, puisque certaines 
tetrades presentent quatre spores [lys + ]. 

6. Le mutant m7 est mute dans le gene PHO80, mais il s’agit d’un mutant dominant, contrai- 
rement a m6, mute dans PH04. 

Son analyse biochimique revele aussi l’absence de toute expression des trois genes habituel- 
lement soumis a une regulation (avec l’expression de PH05 a son taux de base). 



On pourrait, a priori , faire ici la meme interpretation que pour PH04 (question 4/b) a savoir 
que PHO80 code soit pour un activateur, soit pour un represseur; mais il serait difficile 
d’ interpreter le fait que le mutant m7 soit dominant, car une perte de fonction dans un activa- 
teur est retablie chez le diploide avec SR et la dominance de m7 oriente plutot 1’ interpretation 
vers l’hypothese d’un mutant dans un represseur touche dans son site de liaison avec un 
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Les revertants sont de deux types : 

- soit des mutants de perte de fonction dans le gene PHO80 lui-meme, ce qui est coherent 
avec Fhypothese que ce gene coderait pour un represseur, et que le mutant ml serait un 
mutant dans le site de liaison du ligand rendant le represseur super-actif ; 

- soit des mutants du type PH04 C , chez lequel il faut considerer que le represseur code par le 
gene PHO80 est toujours present mais inactif puisque le phenotype du revertant est [pho + ], 
ce qui ne peut s’expliquer qu’en supposant que le represseur code par PHO80 n’est pas un 
represseur de la transcription agissant sur les genes PH05, PHOIO, PH011 ou meme PH04 
mais qu’il agit directement sur l’activateur produit par le gene PH04, c’est-a-dire la proteine 
p pH ° 4 p es mutants PH04 C sont alors insensibles a Faction du represseur code par PHO80. 

Ce resultat illustre l’importance de la recherche et de F analyse genetique et biochimique des 
revertants dans F analyse d’un systeme biologique. 

On peut alors proposer le schema precedent, oil le segment barre issu du gene PHO80 illustre 
le fait que son produit est un represseur qui bloque Faction de l’activateur produit par le gene 
PH04. 
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Chapitre 11 


Problemes de genetique 
chez la drosophile 


La drosophile, Drosophila melanogaster, est un organisme diplobiontique (phase 
haploide reduite aux gametes). La fecondation des ovocytes est realisee au cours de 
la ponte (jour j) a partir d’un stock de spermatozoides conserves dans une sperma- 
theque a Tissue de la copulation. 

Durant le premier jour, les divisions conduisent a la formation d’un blastoderme, 
au sein duquel la lignee germinale s’est isolee, puis les mouvements cellulaires 
(gastrulation) aboutissent a la formation des trois feuillets, ectoderme, endoderme et 
mesoderme, a la metamerisation de l’embryon (segmentation prefigurant les segments 
tete-thorax-abdomen de l’adulte) et a l’eclosion du premier stade larvaire (j + 1). 

A Tissue de deux rnues successives, le troisieme stade larvaire forme une 
pupe (j + 5) au sein de laquelle se constitue l’imago adulte par apoptose des tissus 
larvaires et morphogenese des tissus adultes a partir de massifs de cellules (disques 
imaginaux) demeurees dans un etat predifferencie. 

L’ emergence de l’adulte survient a j + 10; les femelles restent vierges pendant 
quelques heures avant de pouvoir s’accoupler, ce qui permet de les recueillir et de les 
isoler afin de realiser les croisements experimentaux avec les males choisis. La 
longueur du cycle vital depend de la temperature, les valeurs donnees ici correspon- 
dent a 25 °C. 

On rappelle que le genome de drosophile est reparti sur cinq chromosomes, les 
autosomes 2, 3 et 4, le chromosome 1 (ou X) et le Y. Le sexe est heterogametique, 
les femelles etant XX et les males XY, rnais, en realite, le sexe est determine par le 
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dosage entre le lot d’autosomes et le lot de X. II reste que le sexe male est, sauf 
exception, hemizygote pour les genes de l’X. II n’y a pas de crossing-over a la 
meiose chez le male. 


PROBLEMES 


Probleme 11.1 

Un organisme transgenique est un organisme dont le genome a ete trans- 
forme par l’insertion (ou l’addition) d’un vecteur moleculaire porteur 
d’une information genetique additionnelle. 

Pour la bacterie, les vecteurs parmi les plus utilises sont des plasmides des 
transposons ou des derives du virus X. Chez Drosophila melanogaster on 
utilise les « elements P », des sequences transposables d’ADN capables de 
s’inserer plus ou moins aleatoirement dans l’ADN genomique, selon un 
mecanisme different de celui des retrovirus. En general, on utilise un 
element P deficient, capable de s’inserer mais incapable, apres son inser- 
tion, de transpose!' (excision suivie d’une reinsertion en un autre point du 
genome, ou duplication suivie d’une insertion de la copie en un autre point 
du genome). 

Le protocole de base consiste a injecter une quantite d’elements P, porteurs 
d’un transgene d’interet, dans des oeufs de drosophile, juste apres la ponte, 
afin de recuperer a la pupaison des adultes FO. L’ organisme FO est une 
mosaique cellulaire et, seule, une fraction variable des tissus somatique et 
germinal sera constitute de cellules transgeniques, ayant ete genetique- 
ment transformees par l’insertion d’un element P (un seul par cellule car le 
phenomene est assez rare). 

On croise FO avec un parent choisi afin de recuperer, dans les quelques cas 
ou FO a fourni un gamete transgenique, des individus FI porteurs de 
l’element P et du transgene dans toutes ses cellules. II est crucial, a ce 
stade du protocole, de pouvoir distinguer les FI porteurs du transgene et 
ceux qui en sont depourvus (voir question 1). 

Par croisement entre FI, on peut alors obtenir 1/4 d’individus F2 homo- 
zygotes pour le transgene. 

Dans le probleme qui suit on considerera que les drosophiles transgeni- 
ques FI etudiees sont porteuses d’un seul element P, insere au hasard en un 
seul endroit de leur genome. 

On dispose d’une souche pure A de drosophile, homozygote pour une 
mutation de perte de fonction (no tee adhO) dans le gene de l’alcool- 
deshydrogenase (localise sur le chromosome 2). 

Cette deficience en alcool-deshydrogenase entraine l’incapacite d’oxyder 
totalement les alcools (ethanol, propanol, butanol) et rend l’homo- 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

11 • Problemes de genetique chez la drosophile 321 


zygote adhOlladhO sensible a la presence, dans le milieu nutritif, de 
pentenol (celui-ci est partiellement degrade en une cetone tics toxique pour 
l’organisme). Ce phenotype de sensibilite au pentenol est recessif comme 
la deficience enzymatique. 

Au sein de la souche A, on obtient deux males FI transgeniques ml et m2, 
resistants au pentenol, par insertion, dans leur genome, d’un element Pa 
porteur de la sequence totale du gene de l’alcool-deshydrogenase (notee adh + ). 
On entreprend leur analyse genetique. 

1 . Quel avantage peut-on tirer de ce retour a la resistance au pentenol pour 
ameliorer l’efficacite du protocole de construction de drosophiles transge- 
niques, rappele plus haut, pour un autre transgene que celui de l’alcool- 
deshydrogenase ? 

2. Le male transgenique ml est croise avec une femelle de la souche A, on 
obtient des femelles, toutes resistantes au pentenol, et des males, tous 
sensibles au pentenol. 

Le male transgenique m2 est croise avec une femelle A. La moitie des 
femelles et des males sont resistants au pentenol. 

Ces observations permettent-elles d’assigner, chez ml et m2, V insertion de 
l’element P et du transgene sur un chromosome precis ? 

Vous ferez un schema clair des chromosomes parentaux du male ml et de 
la femelle A. 

3. Le male transgenique m2 est croise avec une femelle B de souche pure 
pour la mutation adhO et pour la mutation « cardinal » (qui sera nommee cd) 
du chromosome 3, conferant un phenotype recessif [ceil pourpre]. 

La moitie des femelles F2 et la moitie des males F2 sont resistants au 
pentenol. Un male F2 resistant au pentenol est croise en test-cross avec une 
femelle B\ on obtient dans chaque sexe deux phenotypes equifrequents 
[ceil pourpre, sensibles au pentenol] et [ceil sauvage, resistantes au 
pentenol]. 

Interpretez ce resultat en decrivant par un schema clair les genotypes 
(et les chromosomes) impliques dans ces croisements. 

4. Le male transgenique m2 est croise avec une femelle C de souche pure 
pour la mutation adhO et pour la mutation « vestigiale » (qui sera nommee vg) 
du chromosome 2, conferant un phenotype recessif [aile vestigiale]. La 
moitie des femelles F2 et la moitie des males F2 sont resistants au 
pentenol. 

Un male F2 resistant au pentenol est croise en test-cross avec une femelle C ; 
on obtient dans chaque sexe quatre phenotypes equifrequents, [aile vesti- 
giale, sensibles au pentenol], [aile vestigiale, resistantes au pentenol], [aile 
normale, sensibles au pentenol] et [aile normale, resistantes au pentenol]. 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

322 Problemes corriges 


Interpretez ce resultat en decrivant par un schema clair les genotypes 
(et les chromosomes) impliques dans ces croisements et montrez en quoi il 
est coherent avec le resultat de la question precedente. 

5. Le test-cross de la question 3 est realise entre une femelle FI resistante 
au pentenol et un male de la souche B. On obtient dans chacun des sexes 
quatre phenotypes equifrequents, [ceil pouipre, sensibles au pentenol], [ceil 
pourpre, resistantes au pentenol], [ceil sauvage, sensibles au pentenol], [ceil 
sauvage, resistantes au pentenol]. Qu’en concluez-vous ? 

>• Niveau Licence/Pre-requis : chapitres 2, 6 et 8. 

Solution 

1 . Les organismes de la souche A sont cidhOlladhO (sur leur chromosome 2) et presentent le 
phenotype de sensibilite au pentenol qui sera note [penS]. Les males transgeniques ml et m2 
sont logiquement [penR] puisqu’ils sont porteurs, par l’insertion d’un element P, du trans- 
gene adh + . 

La resistance au pentenol peut etre tres utile car elle peut servir a la fois de crible de selection 
positive et de test d’identification phenotypique des FI porteurs d’un element P. II suffit, en 
effet, dans le protocole rappele plus haut, de croiser les FO avec des drosophiles de la souche A 
et de les faire pondre sur un milieu additionne de pentenol; seuls survivent les FI resistants 
c’est-a-dire genetiquement transformes par un element P 

Le transgene adh + peut ainsi servir de marqueur de selection des transformes comme les 
genes de resistance aux antibiotiques pour les plasmides bacteriens ou les genes URA3 ou 
LYS2 pour les plasmides de levure, le transgene d’interet etant alors une autre sequence 
donee dans le meme element P. 

2. Les drosophiles transgeniques ml et m2 etudiees sont porteuses d’un seul element P (ce 
sont des FI), insere au hasard en un seul endroit de leur genome. La question posee est 
d’assigner l’insertion a un chromosome chez ml et m2, sachant que la localisation de cette 
insertion est sans doute differente chez ml et m2 (insertion au hasard). 

On differenciera le transgene dans l’ecriture des genotypes, en figurant son insertion de la 
maniere suivante sur le chromosome porteur : 



Deux types d’insertion sont possibles et decrits par les figures 11.1 et 11.2. 

Si le transgene est insere sur le chromosome X (fig. 11.1), celui-ci est transmis a toutes les 
femelles F2 qui seront toutes resistantes au pentenol et a aucuns males qui seront tous sensi- 
bles. Ce cas correspond au male ml. 

Si le transgene est insere sur un autosome A (fig. 1 1.2), cet autosome A etant transmis a un 
descendant sur deux, independamment du sexe, la moitie des femelles, comme la moitie 
des males, seront resistants, et les deux autres moities sensibles. Ce cas correspond au 
male m2. 




Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

1 1 • Problemes de genetique chez la drosophile 323 


Genotype du male FI transgenique 

adh + 

X XZ 

Y 


Genotype de la femelle A 


X 

X 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


Figure 11.1 Genotype du male transgenique avec insertion de I'element P 
sur le chromosome X et genotype de la femelle A croisee avec lui. 


Genotype du male FI transgenique 

I adh + 


A 

oil A est un autosome qui peut etre le chromosome 2 ou 3 ou 4. 
Genotype de la femelle A 


A 

A 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


Figure 11.2 Genotype du male transgenique avec insertion de I'element P 
sur un autosome et genotype de la femelle A croisee avec lui. 


3. Le transgene du male m2 est porte par un autosome; le male F2 resistant, issu du croise- 
ment avec B, sera lui-meme porteur du transgene paternel, et aura le genotype suivant : 


cd + (chrom. 3 pat.) 


cd (chrom. 3 mat.) 


A 

A 


adh + 


adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


ou A est un autosome qui peut etre le chromosome 2 ou 3 ou 4. 

Le test-cross avec une femelle B permet de montrer que le phenotype [ceil sauvage] cose- 
grege avec le phenotype [penR] . 
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Le phenotype [ceil sauvage] est du a la transmission de 1’ allele paternel cd + , tandis que le 
phenotype [penR] est du a la transmission du transgene adh + , lui-meme, sur un autosome 
paternel. 

La cotransmission systematique de cd + et ad Id conduit, sachant qu’il n’y a pas de crossing- 
over chez la drosophile male, a la conclusion que les deux sequences cd + et adh + sont physi- 
quement liees (sinon on pourrait avoir des gametes recombines transmettant cd et adh + ) et a 
la conclusion que le transgene adh + a ete insere sur le chromosome 3 du male m2. 

Remarque. Peu importe la distance entre le locus de cd et le site d’insertion du trans- 
gene puisqu’il n’y a pas de crossing-over chez le male drosophile, ce qui explique la 
cosegregation absolue. 

4. On sait que le transgene est insere sur le chromosome 3 et qu’il est, de ce fait, physique- 
ment independant du locus vg, situe sur le chromosome 2. II est done logique d’observer une 
segregation independante des deux caracteres avec 25 % de chacun des phenotypes possibles. 

5. Evidemment, dans ce cas, on teste chez la femelle resistante, la recombinaison par 
crossing-over a la meiose, afin de mesurer la liaison entre le site d’insertion du transgene et 
le locus cd, sur le chromosome 3 issu du male m2. En effet le genotype de cette femelle resis- 
tante s’ecrit : 



adhO (chromosome 2) 


adhO (chromosome 2) 


La segregation independante des caracteres phenotypiques malgre la liaison physique entre 
leurs determinants genetiques (le couple d’ alleles cd et cd + et le transgene adh + , sans corres- 
pondant sur 1’ autre autosome) montre que le locus cd et le site d’insertion du transgene sont 
genetiquement independants, e’est-a-dire qu’ils sont suffisamment eloignes pour que le taux 
de recombinaison soit egal a 50 %. 


Probleme 11.2 

Rappel : Definition et methode d’ analyse d’un marqueur moleculaire RFLP 
par southern blot. 

Le genome d’une espece contient, dans sa sequence nucleotidique, des sites 
de restriction reconnus par des endonucleases. Certains de ces sites sont inva- 
riants et toujours presents. D’autres sont facultatifs et constituent un marqueur 
RFLP (polymorphisme de la longueur des fragments de restriction). En effet, 
selon que le site est present ou absent. Faction de l’endonuclease, a cet endroit 
du genome, generera deux fragments « courts » ou bien un seul fragment 
« long ». 
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L’ analyse d’un marqueur RFLP peut etre realisee si on dispose d’une sonde 
genomique (marquee) ayant une partic commune avec au moins un des deux 
fragments, ou les deux fragments. 

La procedure experimentale consiste a effectuer une digestion totale de 
l’ADN genomique de l’individu etudie par l’endonuclease correspondant au 
site facultatif du marqueur analyse, puis a separer les fragments par electro- 
phorese, a transferer ces fragments, apres denaturation, sur une membrane 
(southern blot), a hybrider ce southern blot avec la sonde marquee afin d’ iden- 
tifier la presence ou 1’ absence du fragment « long » ou des deux fragments 
« courts », ce qui permet d’en deduire le genotype de l’individu pour le 
marqueur RFLP analyse. 

Une autre procedure peut etre appliquee quand on dispose d’ amorces specifi- 
ques permettant d’ amplifier par PCR le fragment genomique contenant le site 
facultatif. II suffit alors de faire agir l’endonuclease sur les produits de PCR et 
de visualiser la taille des fragments apres electrophorese sur un gel de 
polyacrilamide. 

NB : Pour chaque marqueur RFLP, la presence du site facultatif est notee 
« + » et son absence « - ». 

Les deux formes « alleliques » d’un marqueur mi seront done notees mi + 
et mi - , selon que le site facultatif relatif a ce marqueur est present ou absent 
sur le fragment genomique teste. 

On a realise, chez coli, une banque d’ADN genomique de Drosophila 
melanogaster, par clonage dans un plasmide, de fragments d’ADN geno- 
mique de drosophile. 

Reprenant un a un quelques clones de cette banque, on a isole trois clones, 
nornmes SI, S2 et S3, dont les plasmides, utilises comrne sonde, se reve- 
lent capables d’identifier trois marqueurs RFLP du genome de drosophile, 
notes ml, m2 et m3. 

Pour etudier ces trois marqueurs, on extrait l’ADN d’individus de deux 
souches pures de drosophiles, A et B, et d’individus FI issus du croise- 
rnent A x B . 

L’ADN extrait est reparti en trois fractions. Chaque fraction est soumise a 
Faction d’une enzyme, Taql, ou Hindlll, ou fscoRI; puis les fragments de 
digestion sont separes par - electrophorese sur gel d’ agarose, denatures et 
transferes sur des membranes de nylon (southern-blot) qui sont respective - 
rnent hybridees par - les sondes marquees SI (pour les fragments Taql), 
S2 (pour les fragments Hindlll), et S3 (pour les fragments UcoRI). Apres 
lavage, les membranes sont autoradioagraphiees (si marquage radioactif) 
ou revelees (si marquage froid). Le pattern de fragments hybrides par les 
sondes est presente a la figure 1 1.3. 

I.Justifiez l’etape de denaturation de FADN avant le transfert sur la 
membrane de nylon. 
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2. Pour chacune des souches (A, B et FI) vous definirez le genotype pour 
chacun des marqueurs RFLP (en utilisant la nomenclature definie au nota 
bene plus haut). 


B FI 


B FI 


FI 


4 

0 

Kb 

3 

5 

Kb 

3 

0 

Kb 

2 

5 

Kb 

2 

0 

Kb 

1 

7 

Kb 

1 

5 

Kb 

1 

3 

Kb 


Southern blot 
de fragments Taql 
hybrides par la sonde SI 
Marqueur 1 


Southern blot 
de fragments Hindi II 
hybrides par la sonde S2 
Marqueur 2 


Southern blot 
de fragments EcoRI 
hybrides par la sonde S3 
Marqueur 3 


Figure 11.3 Pattern des fragments de digestion 
reconnus par les sondes SI ou S2 ou S3 chez A, B et FI . 


3. Pour chacune des souches (A et B) vous etablirez une carte de restriction 
precise au locus de chacun des trois marqueurs RFLP, en mentionnant les 
sites invariants et le site facultatif, et en positionnant a chaque fois la sonde 
S par rapport aux fragments qu’elle reconnait sur le southern. 

4. L’ADN des males FI presente, pour chaque marqueur, le meme profil 
d’hybridation, que ce male soit issu d’un croisement male A x femelle B 
ou d’un croisement male B x femelle A. 

Qu’en deduisez-vous ? Qu’aurait-on du observer dans le cas contraire ? 
Faites un schema explicite (le seul cas ml suffit). 

5. Les individus FI sont croises entre eux et on entreprend l’analyse indi- 
viduelle de F ADN de 400 individus F2 (chaque individu est ecrase dans un 
tube et son ADN est extrait), afin d’etablir le profd d’hybridation relatif a 
chacun des marqueurs ml, m2 et m3. 

Pour chaque marqueur, on peut identifier un profil de type A (profil 
parental correspondant au premier profd sur les southern presentes plus 
haut), ou un profil de type B, ou un profil de type FI. 

L’analyse de chaque marqueur considere isolement donne les resultats 
suivants (tabl. 11.1). 

a. Qu’en concluez-vous ? Vous justifierez votre conclusion, pour le 
marqueur m3, par un test statistique. 

b. Pourquoi, contrairement a des phenotypes morphologiques ou biochi- 
miques, ce resultat etait-il le seul possible ? 
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Tableau 11.1 Effectifs de chacun des types de profils 

OBSERVES PARMI LES 400 DESCENDANTS F2 DU CROISEMENT FI X FI. 



Type A 

Type B 

Type FI 

Total 

Marqueur ml 
(Taql/sonde SI) 

105 

98 

197 

400 

Marqueur m2 
(Hindlll/sonde S2) 

102 

103 

195 

400 

Marqueur m3 
(EcoRI/sonde S3) 

96 

98 

206 

400 


6. On a montre que les marqueurs ml et m2 etaient physiquement indepen- 
dants. Vous ferez un schema clair et precis de la meiose, chez la FI, pour 
ces deux marqueurs, montrant, sur le plan genetique, les differentes issues 
possibles de cette meiose (noter les « alleles » tels qu'indiques dans le NB 
du rappel). Les centromeres doivent obligatoirement figurer sur ce schema. 

7. On analyse a present la segregation simultanee des profils d’hybridation 
pour les deux marqueurs m2 et m3. Pour cela, on reprend les 400 indi- 
vidus F2, obtenus precedemment (dans le croisement FI x FI de la ques- 
tion 4 ) ; cela permet de les classer, selon que les profils observes, pour 
chacun des deux marqueurs, sont de type A, B ou FI (tabl. 1 1.2). 


Tableau 11.2 Profils de type A ou B ou FI (voir fig. 1 1.3) 

POUR LES DEUX MARQUEURS m2 ET m3 CHEZ LES DIFFERENTS DESCENDANTS F2 
ISSUS DU CROISEMENT FI X FI. 


Profils observes 
pour le marqueur m2 
(H/ndlll-sonde S2) 

Profils observes 
pour le marqueur m3 
(fcoRI-sonde S3) 

Repartition des 400 individus F2 
selon les profils observes 
pour chacun des marqueurs 

A 

A 

84 

A 

B 

0 

A 

FI 

14 

B 

A 

0 

B 

B 

87 

B 

FI 

13 

FI 

A 

14 

FI 

B 

15 

FI 

FI 

173 

total observe 

400 
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a. Vous donnerez une interpretation cartographique precise de ces resultats 
pour les marqueurs m2 et m3. Vos reponses doivent etre justifiees, votre 
argumentation peut s’appuyer sur un schema de la rneiose. II vous est 
conseille de faire un raisonnement fonde sur le taux r de recombinaison 
entre ces marqueurs (r = frequence des gametes recombines), puis de faire 
1’ application numerique. 

b. Deux autres situations cartographiques etaient a priori possibles, 
lesquelles ? 

Precisez, dans chacune de ces deux situations cartographiques, quelles 
auraient ete les valeurs (en frequences ou en %) en construisant un tableau 
semblable au tableau 11.2. 

Valeurs seuil du j} : 


Valeurs seuil du x 2 

Nombre de ddl 

Valeurs du 7 2 

^ 0,05 

1 

3,84 

2 

5,99 

3 

7,8 


>• Niveau Licence/Pre-requis : chapitres 2 et 3. 

Solution 

1. La denaturation des fragments de restriction est necessaire pour permettre F hybridation 
moleculaire, au niveau des sequences homologues entre la sonde et les fragments de restric- 


tion issus de la digestion au niveau du locus du marqueur etudie. 

2. 


Genotype 
de la souche A 

Genotype 
de la souche B 

Genotype du FI issu 
du croisement A x B 

marqueur ml 

m1-/m1- 

m1+/m1 + 

m1 _ /m1 + 

marqueur m2 

m2+/m2+ 

m2"/m2- 

m2+/m2” 




Sonde Si \ 


Sonde Si \ 
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NB : La sonde SI reconnait les deux fragments RFLP car elle a une partie commune avec 
chacun d’eux. 


Souche A : m2 + /m2 + 


Souche B : m2 /m2 


I 


Site 


Site 

facultatif 


facultatif 

present 


absent 


I III 


I 


◄ M M ► 

1,7 Kb 1,3 K 4,0 Kb 


◄ 

3,0 Kb 


► 

4,0 Kb 


Sonde S2 


Sonde S2 


NB : Le fragment constant de 4 Kb, reconnu par S2, en plus des fragments RFLP, est soit a 
droite du fragment de 1,3 Kb, soit a gauche du fragment de 1,7 Kb. 


Souche A : m37m3 + 


Souche B : m3 /m3 


Site 


Site 

facultatif 


facultatif 

present 


absent 


A ^ i ou A i 


4 >4 ► 

2,0 Kb 0,5 Kb 


4 ► 

2,5 Kb 


Sonde S3 ; 


: Sonde S3 ; 


NB : La sonde S3 est homologue a une sequence interne au fragment de 2,0 Kb : elle hybride 
evidemment avec celui de 2,5 Kb, mais n’hybride pas avec celui de 0,5 Kb. 


Croisement male A x femelle B 
A B male FI femelle FI 


3.5 Kb 

2,0 Kb 

1.5 Kb 


Croisement male B x femelle A 
A B male FI femelle FI 


Figure 11.4 Southern-blot de fragments Taq\ hybrides par la sonde SI, 
en supposant que le Marqueur 1 est sur le X. 
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4. Aucun des trois marqueurs n’est sur le chromosome X, sinon les deux croisements reci- 
proques auraient donne des resultats differents, ce qui n’est pas ici le cas. 

En effet, dans le cas du premier marqueur ml, si celui-ci etait localise sur le chromosome X, 
tous les males FI du premier croisement auraient un profil de type B (chromosome X unique 
venant d’une femelle B), alors que les femelles auraient un profil heterozygote, et dans le 
deuxieme croisement, tous les males FI auraient un profil de type A (chromosome X unique 
venant d’une femelle A), alors que les femelles auraient un profil heterozygote (fig. 1 1.4). 

5. a L’ analyse de la meiose chez les FI heterozygotes pour chaque marqueur, montre une 
segregation 2/2 des « alleles » de ces marqueurs. 

Pour le marqueur m3, les effectifs attendus sous l’hypothese de segregation 2/2 sont respec- 
tivement egaux a 100, 100 et 200 (proportions 1/4, 1/4 de chaque homozygote et 1/2 d’hete- 
rozygotes), ce qui, compares aux effectifs de 96, 98 et 206, donne un y 2 egal a 0,38, 
largement inferieur a 5,99, la valeur qui n’est depassee par hasard que 5 fois sur cent. Les 
ecarts ne sont pas significatifs, on prendrait un risque trop grand de se tromper en rejetant 
l’hypothese de segregation 2/2; done on l’accepte. 

5. b Bien evidemment la segregation 2/2 est attendue pour un marqueur RFLP, puisqu’on sait 
a priori qu’il est, par nature, constitue d’un couple d’« alleles ». 

Dans le cas d’un phenotype morphologique ou biochimique, les souches etudiees peuvent 
differer, pour ce phenotype, pour un gene ou eventuellement pour plusieurs genes, et e’est 
1'observation d’une segregation 2/2 qui nous conduit, mais seulement a posteriori , a la 
connaissance du fait que les deux souches etudiees ne different que pour un seul gene, 
mettant en jeu un seul couple d’alleles dans la meiose du FI. 

6. Selon la disposition des deux doubles paires de chromatides appariees a la metaphase, on 
aura, avec des probabilites egales, soit quatre gametes parentaux, soit quatre gametes 
recombines (voir figure 3.1, page 47). 

Mais il est aussi possible qu’un crossing-over, survenant entre le locus d’un des deux 
marqueurs et son centromere, conduise ce type de meiose a la formation de quatre gametes, 
deux parentaux et deux recombines (tetratypes, chap. 4). 

Mais au bout du compte, sur un grand nombre de meioses, la frequence des gametes recom- 
bines sera egale a celle des gametes parentaux; l’independance physique conduisant a l’inde- 
pendance genetique. 

7. a La souche A est : 


m2 + m3 + 


m2 + m3 + 


et la souche B est : 


m2 - m3~ 


m2- m3~ 


Les pointilles indiquent 1’ absence de connaissance quant a leur liaison genetique eventuelle. 
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La souche FI est done : 


m2 + m3 + 


m2- m3~ 


Si les deux marqueurs sont physiquement independants, males et femelles doivent fournir 
quatre types de gametes equifrequents, notamment des gametes recombines (m2 + ; m3-) ou 
(m2-; m3 + ) qui, selon le hasard des fecondations, pourront conduire a des genotypes F2 
doubles homozygotes recombines, soit (m2 + /m2 + ; m3-/m3-) ou (m2-/m2-; m3 + /m3 + ). 

Le premier de ces genotypes presenterait un profil de type A pour le marqueur m2, et de 
type B pour le marqueur m3. 

Inversement, le deuxieme de ces genotypes presenterait un profil de type B pour le 
marqueur m2, et de type A pour le marqueur m3. 

Or, ce sont deux associations de profil qui ne sont jamais observees. On doit done en 
conclure que ces genotypes n’existent pas et que les gametes qui pourraient les concevoir 
n’ont pas ete formes, ce qui est possible chez le male, en cas de liaison physique, car il n’y a 
pas de crossing-over chez la drosophile male. 

Bien evidemment des gametes recombines (m2 + ; m3 ) ou (m2 ; m3 + ) ont ete formes chez 
les femelles, sinon les deux marqueurs m2 et m3 auraient cosegrege et on n’aurait eu que 
trois classes dissociations de profils, A-A (1/4), B-B (1/4) et Fl-Fl (1/2), ce qui n’est pas 
le cas. 

Si on appelle r, la frequence des gametes recombines (par crossing-over) chez les femelles, il 
est alors possible de calculer la frequence theorique des differents phenotypes du tableau, 
apres avoir calcule la frequence theorique de chacun des genotypes resultant des croise- 
ments FI x FI, en fonction de r/2, la frequence de chacun des types de gametes recombines, 
et (1 - r)/2, la frequence de chacun des gametes parentaux (tabl. 11.3). 


Tableau 11.3 Contenu et frequences des gametes males et femelles, 

PROFILS PHENOTYPIQUES RESULTANT DE LEURS UNIONS ET FREQUENCES DES PHENOTYPES. 


Gametes males — ► 
Gametes femelles ^ 

m2 m3 

1/2 

Profils associes 
pour les marqueurs 
m2 et m3 

m2" m3" 

1/2 

Profils associes 
pour les marqueurs 
m2 et m3 


(1 - r)/4 

A-A 

(1 - r)/4 

F1-F1 


(1 - r)/4 

F1-F1 

(1 - r)/4 

B-B 


r/4 

A-F1 

r/4 

F1-B 

m2- m3+ r/2 

r/4 

FI -A 

r/4 

B-F1 
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D’ou le tableau d’analyse tenant compte des frequences theoriques des phenotypes en fonc- 
tion de r. 


Tableau 11.4 Observations du tableau 1 1 .2 completees par l'analyse du tableau 1 1.3. 


Profils observes 
pour le marqueur m2 
{Hind Ill-sonde S2) 

Profils observes 
pour le marqueur m3 
(fcoRI-sonde S3) 

Frequence 

theorique 

Repartition 
des 400 individus F2 
selon les profits observes 
pour chacun des marqueurs 

A 

A 

(1 - r)/4 

84 

A 

B 

0 

0 

A 

FI 

r/4 

14 

B 

A 

0 

0 

B 

B 

(1 - r)/4 

87 

B 

FI 

r/4 

13 

FI 

A 

r/4 

14 

FI 

B 

r/4 

15 

FI 

FI 

(1 - r)/2 

173 

total observe 

400 


ce qui permet d’estimer facilement r : r = (14 + 13 + 14 + 15)/400 = 56/400 = 0,14. 

Les marqueurs m2 et m3 sont physiquement et genetiquement lies, a une distance egale a 
14 unites de recombinaison. 

7. b Dans le cas ou les marqueurs auraient ete genetiquement independants, deux situations 
cartographiques differentes auraient ete possibles, les deux marqueurs pouvaient etre physi- 
quement independants ou physiquement lies. 

Dans le cas d’independance physique, le male fournit quatre types de gametes equifrequents, 
comme la femelle (tabl. 11.5). 

Tableau 11.5 Contenu et frequences des gametes males et femelles, 

POUR DEUX MARQUEURS PHYSIQUEMENT INDEPENDANTS, 

PROFILS PHENOTYPIQUES RESULTANT DE LEURS UNIONS ET FREQUENCES DES PHENOTYPES. 


Gametes males — #>■ 

m2 m3 1 

1/4 

m2" m3- 

1/4 

m2+ m3" 

1/4 

m2- m3+ 

1/4 

Gametes femelles ^ 

m2+ m3+ 1/4 

A-A 

F1-F1 

A-F1 

FI -A 

m2~ m3 - 1/4 

F1-F1 

B-B 

F1-B 

B-F1 

m2+ m3" 1/4 

A-F1 

F1-B 

A-B 

F1-F1 

m2- m3+ 1/4 

FI -A 

B-F1 

F1-F1 

B-A 
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Ce qui conduirait a l’observation des frequences phenotypiques suivantes (tabl. 11.6). 


Tableau 11.6 Frequences phenotypiques. 


Profils observes 
pour le marqueur m2 
(H/nc/lll-sonde S2) 

Profils observes 
pour le marqueur m3 
(FcoRI-sonde S3) 

Frequence theorique 

A 

A 

1/16 

A 

B 

1/16 

A 

FI 

2/16 

B 

A 

1/16 

B 

B 

1/16 

B 

FI 

2/16 

FI 

A 

2/16 

FI 

B 

2/16 

FI 

FI 

4/16 


Dans le cas d’independance genetique avec liaison physique, les femelles donnent quatre 
types equifrequents de gametes, mais les males ne fournissent que des gametes parentaux 
(tabl. 11.7). 


Tableau 11.7 Contenu et frequences des gametes males et femelles, 
pour deux marqueurs physiquement lies et genetiquement independants, 

PROFILS PHENOTYPIQUES RESULTANT DE LEURS UNIONS ET FREQUENCES DES PHENOTYPES. 


Gametes males — ► 
Gametes femelles ^ 

m2 m3 

1/2 

Profils associes 
pour les marqueurs 
m2 et m3 

m2" m3" 

1/2 

Profils associes 
pour les marqueurs 
m2 et m3 

m2+ m3+ 1/4 

1/8 

A-A 

1/8 

FI -FI 

m2- m3- 1/4 

1/8 

F1-F1 

1/8 

B-B 

m2+ m3 - 1/4 

1/8 

A-F1 

1/8 

F1-B 

m2” m3 + 1/4 

1/8 

FI -A 

1/8 

B-F1 
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Ce qui conduirait a l’observation des frequences phenotypiques suivantes (tabl. 11.8). 
NB : Le tableau 1 1.8 est l’equivalent du tableau 1 1.4, avec r = 1/2. 


Tableau 11.8 Frequences phenotypiques. 


Profils observes 
pour le marqueur m2 
(Hind Ill-sonde S2) 

Profils observes 
pour le marqueur m3 
(EcoRI-sonde S3) 

Frequence theorique 

A 

A 

1/8 

A 

B 

0 

A 

FI 

1/8 

B 

A 

0 

B 

B 

1/8 

B 

FI 

1/8 

FI 

A 

1/8 

FI 

B 

1/8 

FI 

FI 

2/8 


Probleme 11.3 

FM6 est un chromosome balanceur de l’X (chap. 8). II porte la mutation Bar a effet 
semi-dominant, donnant un ceil etroit, note phenotype [B], chez les femelles homo- 
zygotes B/B et les males B/Y, et un ceil encoche, note phenotype [B/2], chez les 
femelles heterozygotes B/B+. Le phenotype sauvage ceil normal est note [B + ], Les 
males FM6/Y sont fertiles et les femelles FM6/FM6 sont viables mais steriles. 

Dans le but d’isoler chez Drosophila melanogaster de nouveaux mutants 
du chromosome X, on traite quelques males sauvages aux rayons X. 

Ceux-ci sont ensuite croises avec des femelles FM6/X+ (X + designe le 
chromosome X sauvage). 

On obtient, en FI, des descendants males de phenotype [B] ou [B+] et des 
femelles de phenotype [B/2] et [B + ]. On croise individuellement (dans des 
tubes independants) 100 femelles FI de phenotype [B/2] par des males 
FM6/Y. On observe les resultats suivants : 

- dans 95 tubes la descendance est : 

1/4 femelles [B] 1/4 femelles [B/2] 

1/4 males [B] 1/4 males [B + ] 

- dans 1 tube la descendance est : 

1/4 femelles [B] 

1/4 males [B] 


1/4 femelles [B/2] 

1/4 males [B + ; ailes courtes] 
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- dans 4 tubes la descendance est : 

1/3 femelles [B] 1/3 femelles [B/2] 

1/3 males [B] 

1. Expliquez et justifiez chaque etape du protocole de selection des mutants, 
notamment le choix de mutageniser des males plutot que des femelles. On 
notera X*, les chromosomes X issus des males mutagenises. 

2. Caracterisez les mutants ainsi obtenus. 

3. On se propose d’analyser en detail la (les) mutation(s) criblee(s) dans 
l’un des quatre tubes presentant une segregation 1/3- 1/3- 1/3. 

On croise quelques femelles [B/2] par des males sauvages et on observe les 
chromosomes geants des glandes salivaires des larves obtenues. On observe 
les resultats suivants : 

- 1/4 ont un chromosome Y et un chromosome FM6 ; 

- 1/4 ont un chromosome Y et un chromosome X non balanceur 
(fig. 11.5, ligne 2); 

- 1/4 ont un chromosome X + et un chromosome FM6 ; 

- 1/4 ont un chromosome sauvage X + apparie avec le chromosome X non 
balanceur (fig. 11.5, ligne 1). 

Concluez sur la nature de la mutation, son effet, et le stade d’expression du 
(des) gene(s) implique(s). 

4. Pour preciser f analyse, on croise d’autres femelles [B/2] du tube par des 
males porteurs d’un chromosome X sauvage et d’un chromosome Y 
porteur d’une insertion d’un fragment de l’X : 

- males A : porteur sur l’Y de la region 7C9-7E5 de l’X; 

- males B : porteur sur l’Y de la region 7C1-7D5 de l’X; 

- males C : porteur sur l’Y de la region 7C4-7D4 de l’X. 

On observe les resultats suivants : 


- croisement femelles [B/2] x males A : 

1/4 femelles [B/2] 

1/4 males [B] 

- croisement femelles [B/2] x males B : 

1/4 femelles [B/2] 

1/4 males [B] 

- croisement femelles [B/2] x males C : 

1/3 femelles [B/2] 

1/3 males [B] 


1/4 femelles [B + ] 

1/4 males [B + ] 

1/4 femelles [B + ] 

1/4 males [B + , ceil rugueux] 

1/3 femelles [B + ] 
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Tirez toutes les conclusions cartographiques et fonctionnelles de ces 
observations. 


Chromosomes X 
apparies observes 
dans les larves 
femelles 
du croisement 
decrit question 3 


Chromosome X 
non balanceur 
observe dans les 
larves males du 
croisement decrit 
a la question 3 

























7C6 7C7 7C8 7C9 7C10 7D1 7D2 7D3 7D47D57D6 7D7 7D8 7E1 7E2 7E3 

pattern de bandes observees sur le chromosome sauvage et numerotation des 

7E4 7E5 

regions delimitees. 



Figure 11.5 Chromosomes X apparies visibles dans le caryotype 
d'une larve femelle (premiere ligne), chromosome X observable dans le caryotype 
des larves males non porteur de FM6 (deuxieme ligne), 
et pattern des bandes d'un chromosome X sauvage (troisieme ligne). 


5. Suite de 1’ analyse de la mutation etudiee aux questions 3 et 4. 

a. Quelle observation peut permettre d’affirmer que cette mutation a un 
effet recessif vis-a-vis de celui de 1’ allele sauvage ? Quel est le genotype 
qu’il faudrait construire pour en etre vraiment sur ? 

b. On souhaite construire des femelles homozygotes pour le chromosome 
etudie. Expliquez pourquoi et comment ce qui est theoriquement impos- 
sible est pratiquement realisable dans les conditions decrites par Tenoned 
du probleme. 

c. Le croisement realise permet d’obtenir des femelles adultes homozygotes 
pour cette mutation ; elles sont steriles et presentent un ceil rugueux. Quelles 
sont vos conclusions ? 

>• Niveau Licence-Master (L3, M1)/Pre-requis : chapitres 2, 3, 6 et 8. 

Solution 

1. On se propose d’obtenir des mutants du chromosome X de drosophile. 

Une mutagenese aux rayons X augmentera le taux de mutation, en provoquant notamment 
des coupures simple ou double brin dans T ADN, ce qui conduira souvent a des deletions, ou 
a des inversions. 
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Comme les mutations affectent les cellules somatiques comme les cellules germinales, les 
doses utilisees de X ne permettent pas une survie tres grande. De ce fait, il est preferable de 
mutageniser des males (dont la spermiogenese est continue) afin de pouvoir recueillir assez 
vite leurs spermatozoides (recuperes et conserves dans la spermatheque d’une femelle), et 
non des femelles chez qui un delai plus long existera entre l’ovogenese et la ponte d’un 
nombre important d’oeufs. 

Le croisement avec FM6, un balanceur de l’X, va permettre d’isoler et de « cloner » des 
chromosomes X*, issus de cette mutagenese de males, puis de tester, en meme temps, l’exis- 
tence d’eventuelles mutations sur chacun des X*. 

En effet, le croisement avec des femelles FM6/X + donnera des femelles de genotype FM6/X* 
et X+/X*, de phenotype [B/2] et [B + ], si le X* n’est porteur d’aucune mutation conferant un 
phenotype dominant. Les males seront de genotype FM6/Y et X + /Y et sont sans interet 
puisque le but du jeu est d’isoler des X*. 

On reprendra done, isolement dans un tube, un certain nombre de femelles [B/2], dont on 
sait, grace a la mutation semi-dominante, qu’elles possedent FM6, ce qui exclura tout 
crossing-over pouvant desunir un eventuel bloc de mutations sur le X* et aussi de pister, dans 
la descendance, ce bloc ou toute mutation presente sur le X* d’origine. 

Dans chaque tube, la femelle isolee FM6/X* est croisee avec un male FM6/Y ; on aura done : 

- genotypes FM6/X* X FM6/Y — ► FM6/FM6 + FM6/X* + FM6/Y + X*/Y; 

- phenotypes [B/2] x [B] — ► [B] + [B/2] + [B] + [B+], 

Chacun des genotypes presents est phenotypiquement identifiable grace a la mutation semi- 
dominante « Bar ». On sait par consequent que les femelles [B/2] sont porteuses de X*, ce 
chromosome est done « piste ». 

• Si X* est porteur d’une mutation a effet recessif, le phenotype mutant associe apparaitra 
chez la moitie des males; ceux-ci ayant, par ailleurs, le phenotype [B + ], n’ayant pas regu 
FM6 mais le X*. 


• Si X* est porteur d’une mutation letale, cela se traduira par 1’ absence de males [B + ] et des 
proportions de 2/3 de femelles pour 1/3 de males FM6/Y de phenotype [B]. 

2 . Compte tenu de ce qui vient d’etre precise, on peut deduire que : 

- dans 95 tubes, le chromosome X* isole ne semble pas porter de mutation(s), du moins dans 
les conditions de culture ou s’ exprime le genome; 

- dans 1 tube le chromosome X* isole est porteur d’une mutation (ou plusieurs) conferant un 
phenotype recessif [ailes courtes] ; 

- dans quatre tubes, chacun des X* isoles est porteur d’une (ou plusieurs) mutations letales 
recessives (proportions 1/3- 1/3- 1/3). 

3 . Analyse des caryotypes larvaires pour le chromosome X 1 , ou / signifie que le chromosome X 
etudie est porteur d’une mutation letale recessive. 

On peut distinguer les deux caryotypes larvaires males (FM6/Y et X'/Y) et les deux caryo- 
types larvaires femelles (FM6/FM6 et FM6/X 1 ) dans les proportions 1/4- 1/4- 1/4- 1/4, ce qui 
signifie, qu’a ce stade de developpement, le genotype male X’/Y est encore viable. La (ou 
les) mutation(s) letale(s) touchent done un (des) gene(s) dont la (les) fonction(s) sont 
requises posterieurement a ce stade de developpement (par exemple pendant la pupaison). 


L’ analyse du pattern de bandes (fig. 1 1.5, lignes 2 et 3) fait clairement apparaitre sur le chro- 
mosome X 1 (celui qui n’est pas FM6 chez les males etudies) une deletion couvrant les bandes 
[7D1 a 7D6] ; deletion coherente avec la boucle de deletion observable, chez les femelles, dans 
l’appariemment entre les chromosomes X + et les chromosomes X 1 (fig. 1 1.5, ligne 1). 
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L’ observation d’une deletion est coherente, a la fois avec l’agent mutagene utilise (rayons X) 
et avec le phenotype associe (letalite homozygote, car, sur une telle etendue deletee, la proba- 
bilite de toucher une fonction vitale du cycle cellulaire ou de la differenciation est assez 
elevee). 

4. En croisant des femelles [B/2], de genotype FM6/X 1 avec des males X + /Y(x), ou Y(x) est 
un chromosome Y porteur d’une insertion de quelques bandes de l’X, on va produire des 
males de genotype FM6/Y(x) de phenotype [BJ et des males de genotype XVY(x) qui seront 
letaux si 1’ insertion de X apportee par Y(x) ne recouvre pas la partie de la deletion concer- 
nant les genes de fonction vitale, et qui seront viables dans le cas contraire (dans ce cas, le 
phenotype sera [B + ]). En d’autres termes, il s’agit de voir laquelle des insertions sauve le 
genotype de la deletion et il s’agit d’une cartographic fonctionnelle par deletion (fig. 1 1.6). 


Deletion 7D1 7D6 


Chromosome X 1 


Y+ insertion 7C9 7E5 


Y+ insertion 7C1 7D5 


Y+ insertion 7C4 7D4 

r 




Phenotype 


Phenotype 


Phenotype 


viable 


viable 

letal 


et ceil rugueux 


et sauvage 


i i 


Le gene dont la fonction est vitale 
est situe hors de cette insertion, 
mais il est localise dans la 
deletion et les deux autres 
insertions; il est done en 7D5. 


Le gene vital est apporte par cette 


Phenotype viable 

insertion, mais un gene delete sur I’autre 


et sauvage 

chromosome, et responsable du phenotype 


puisque tous les 

rugueux de I’ceil est aussi absent de cette 


genes sauvages 

insertion; ce gene est situe en 7D6. 


sont presents. 


Figure 11.6 Cartographie de deletion. 

Conclusions cartographiques et fonctionnelles de I'analyse du chromosome X 
delete, confronts a un chromosome Y, porteur d'une insertion d'un fragment du X 
pouvant couvrir plus ou moins partiellement la deletion. 


5. a La deletion du chromosome X 1 est consideree comme recessive parce que les femelles 
heterozygotes FM6/X 1 sont viables. Le fait que les males soient letaux ne peut entrer en ligne 
de compte puisque, de toute fa£on, ils sont hemizygotes et que le phenotype sera mutant que 
l’effet de la mutation soit recessif ou non chez l’heterozygote. 

En toute rigueur, il faudrait verifier que la femelle homozygote X'/X 1 a, elle aussi, le meme 
phenotype mutant letal que le male hemizygote ; ce qui semble impossible a realiser puisque 
de telles femelles supposent un pere X’/Y qui n’existe pas, ce genotype etant letal. 
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Remarque. On se trouve confronts a la meme question dans les maladies dominantes 
chez l’homme, definies ainsi parce qu’il suffit d’un exemplaire mute du gene 
implique dans la maladie pour que celle-ci survienne (absence d’effet compensateur 
de l’allele sauvage). Mais tres souvent le phenotype des homozygotes (ou porteurs de 
deux exemplaires mutes du meme gene) n’a pas ete observe car ces individus sont tres 
rares, de sorte qu’on ne peut affirmer en toute rigueur que la maladie est « dominante ». 
En outre, dans quelques maladies dominantes ou il a ete possible d’ observer de tels 
doubles porteurs, on a constate que la pathologie etait plus grave et/ou plus precoce 
et/ou plus rapidement evolutive, voire parfois differente, ce qui correspondrait alors a 
la definition d’un trait codominant puisque le phenotype de l’heterozygote se 
distingue de celui des deux homozygotes. 

5. b Bien sur le croisement de femelles FM6/X 1 par des males A ou B de la question 4 permet 
la conception d’homozygotes X'/X* puis de tester ainsi leur letalite eventuelle. 

5. c Or il se trouve que ces zygotes se developpent jusqu’a l’etat adulte (femelles de pheno- 
type [B + ]), ce qui signifie que le genotype X'/X 1 est viable chez les femelles, celles-ci etant 
steriles et ayant l’ceil rugueux. 

Ce dernier phenotype est une consequence logique de la double absence du gene en 7D6. 

La viabilite de ces femelles est la consequence obligatoire du fait que le gene present en 7D5 
est absolument necessaire a l’embryogenese terminate male, et nullement necessaire a celle 
de la femelle ! 

Que des genes s’expriment exclusivement dans un seul des sexes ne doit pas surprendre, 
c’est par exemple le cas de fhormone de maintien de la grossesse (pHCG). 

Remarque 1. La sterilite peut etre une consequence de 1’ absence du gene en 7D5, 
auquel cas ce gene s’exprime aussi chez la femelle mais sa perte de fonction n’a pas 
tout a fait la meme consequence. La sterilite peut aussi etre due a la perte d’un autre 
gene entre 7D 1 et 7D4. 

Remarque 2. Dans ce dernier cas, le gene en 7D5 pourrait n’ avoir aucune fonction 
dans le sexe femelle, alors la discussion sur l’effet recessif de sa mutation n’aurait 
aucun sens puisque f allele sauvage lui-meme n’aurait, dans le sexe femelle, aucun 
effet ! 


Probleme 11.4 

On possede chez Drosophila melanogaster des mutants dans le gene ST A 
du chromosome X (mutation notee sta-1). 

1 . Les males sta-1 /Y sont morphologiquement normaux. Croises a des 
femelles sauvages, ils donnent une descendance viable et fertile. 

Les femelles sta-lllsta-1 sont morphologiquement normales, mais croi- 
sees a des males sta-1 /Y ou sta + / Y, elles pondent des ceufs qui ne se deve- 
loppent pas. 

Caracterisez l’effet phenotypique de la mutation sta-1 chez le male et la 
femelle, en precisant a quel niveau du cycle vital de l’organisme s’exprime 
le gene ST A , apres avoir deftni les differents genotypes produits par ces 
croisements et les conditions dans lesquelles ils sont produits. 
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2. Comme il n’est pas possible de maintenir en stock la mutation sta-1 au 
sein d’une souche pure (les femelles sont steriles), la mutation sta-1 est 
maintenue en stock face au balanceur FM3 (chap. 8). 

FM3 porte une mutation letale recessive et la mutation semi-dominante 
Bar, responsable d’un phenotype [ceil reduit], note [B/2], chez les femelles 
heterozygotes BIB 1 , ou [ceil tres reduit], note [B] chez les femelles homo- 
zygotes BIB ou les males hemizygotes B/Y. Le phenotype [ceil normal ou 
sauvage] est note [B + ], 

Vous etablirez le protocole de croisement qui a permis d’aboutir a Tenoned 
des resultats de la question precedente. 

3. On dispose de trois souches porteuses d’une deficience (deletion) 
partielle du chromosome X, notee DfC, DfD ou DfE , reperables sur les 
chromosomes polyteniques des glandes salivaires (fig. 11.7). Ces trois 
deficiences sont conservees face au balanceur FM3. 


DfD couvre les bandes 10D1 a 13A1 


DFC couvre les bandes 
10C2 a 10E4 


DfE couvre les bandes 
9F8 a10D8 


9F8 10C2 10D1 10D8 10E4 13A1 

Figure 11.7 Cartographie des deletions DfC, DfD et DfE 
par rapport au pattern des bandes du X. 


On croise des males sta-1 IY par des femelles FM3/DfC (croisement 1), 
FM3/DJD (croisement 2), ou FM3/DJF (croisement 3). 

Les femelles FI [B + ] issues des croisements 1 et 2 sont, a leur tour, croi- 
sees avec des males sauvages : elles pondent des ceufs qui ne se develop- 
pent pas. 

Les femelles F 1 [B + ] issues du croisement 3 sont, a leur tour, croisees avec 
des males sauvages : elles pondent des ceufs qui se developpent en adultes. 

Quelle est la localisation chromosomique du locus du gene ST A ? 

4. On obtient par mutagenese de la souche SSR aux rayons X, quatre 
nouvelles souches mutantes du chromosome X, notees FI, I, J et K, dont les 
mutations sont egalement conservees face au balanceur FM3. 

a. Chacune des femelles FI, I, J ou K, croisees avec un male sta-l/Y, donne 
des femelles FI de phenotype [B + ] qui pondent des ceufs ne se developpant 
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pas. On observe le meme resultat quand on croise un male de chacune des 
quatre souches par une femelle sta-lllsta-1. Qu’en concluez-vous ? 

b. Les males des souches I et J ont un phenotype morphologique tout a fait 
sauvage; en revanche les males de la souche H ont des ailes courtes, et les 
males de la souche K ont un abdomen deforme. 

Males et femelles de la souche H donnent 50 % de femelles FI de pheno- 
type [B/2, ailes sauvages] et 50 % de femelles FI de phenotype [B + , ailes 
courtes]. 

Males et femelles de la souche K donnent 50 % de femelles FI de pheno- 
type [B/2, abdomen normal] et 50 % de femelles FI de phenotype [B + , 
abdomen deforme, ne pondant pas d’ceufs], 

Enoncez les diverses hypotheses qui peuvent etre faites a priori pour 
rendre compte des resultats pour H et K, et discutez de la vraisemblance de 
ces differentes hypotheses. 

5. a. Le croisement des femelles FI par des males sauvages donne 50 % de 
femelles FI de phenotype [B + ] qui, croisees avec des males H, donnent 
en F2 : 

- femelles avec ailes normales, pondant des ceufs qui se developpent en 
adultes : 277 ; 

- femelles avec ailes courtes, pondant des ceufs qui ne se developpent 
pas : 252; 

- males avec ailes normales : 269 ; 

- males avec ailes courtes : 257. 

Ces resultats permettent-ils de choisir entre les hypotheses formulees 
precedemment ? 

b. On connait l’existence d’un gene appele miniature, (mutation notee m) 
et localise en 10E2 sur le chromosome X, dont les mutations m (a effet 
recessif) entraine un phenotype [ailes courtes], 

Des femelles m/m sont croisees avec des males FI ; tous les descendants F 1 
ont des ailes courtes et les femelles pondent des ceufs qui se developpent 
en adulte. 

Cela permet-il de choisir entre les hypotheses formulees sur la nature du 
mutant FI ? 

6. Le croisement des femelles K par des males sauvages donne 50 % de 
femelles FI de phenotype sauvage qui, croisees avec des males K, donnent 
en F2 : 

- femelles avec abdomen normal, pondant des ceufs qui se developpent en 
adultes : 277 ; 

- femelles avec abdomen normal, pondant des ceufs qui ne se developpent 
pas : 63 ; 
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- femelles avec abdomen deforme, ne pondant pas d’ceufs : 321 ; 

- males avec abdomen normal : 327 ; 

- males avec abdomen deforme : 315. 

Ces resultats permettent-ils de choisir entre les hypotheses formulees sur la 
nature du mutant K ? 

Le genotype du mutant K sera precise ainsi que le tableau de gametes 
conduisant aux resultats observes. 

7. On croise des femelles FM3/sta-F H, I, J et K par des males sauvages 
puis on disseque les glandes salivaires des larves FI afin d’observer les 
chromosomes polytenes. 

On peut distinguer les larves femelles, ne possedant pas de chromosome Y 
mais deux X; on peut aussi distinguer les femelles porteuses d’un chromo- 
some balanceur qui entraine un grand nornbre de boucles d’inversion. 

Les caryotypes des larves femelles sans balanceur ne se distinguent pas 
d’un caryotype sauvage pour toutes les larves FI issues de femelles FM3I 
sta-F H, J ou K. En revanche, le caryotype des larves femelles sans balan- 
ceur, issu des femelles I presente une boucle d’inversion entre les bandes 
10E2 et 13B1. 

Qu’en concluez-vous sur la localisation cytologique du gene STA ? 

8. L’ ADN genomique correspondant a la region ou est localise le gene STA 
a ete clone. On connait la carte physique de cette region (fig. 11.8). 

R S R R Sail R R R Sail R 


A ► 

a P 

Figure 11.8 Carte physique de la region du gene STA. 

R figure les sites EcoRI, les sondes a et |3 sont deux fragments Sal I clones. 


L’ADN genomique des souches sauvage, sta-1/ sta-F H, I, J et K est digere 
totalement par EcoR I ; les fragments de restriction sont separes par elec- 
trophorese sur gel d’ agarose puis denatures et transferes sur une membrane 
de nylon (southern blot) et hybrides, soit avec la sonde a marquee, soit 
avec la sonde (3 marquee. Apres rin 5 age, les deux southern sont autoradio- 
graphies (fig. 1 1.9). 

Vous preciserez la nature et 1’ amplitude des evenements moleculaires 
survenus chez certains mutants. Vous preciserez la localisation minimale 
du gene STA, a l’echelle moleculaire, sur la carte physique de la region 
etudiee. 
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Figure 11.9 Autoradiographie des deux southern-blot des fragments fcoRI 
issus de la digestion d'ADN genomique de diverses souches 
apres hybridation par les sondes a (a gauche) et (3 (a droite). 


>- Niveau Licence-Master (L3, M1)/Pre-requis : chapitres 2, 3, 5, 6 et 8. 


Solution 

1. Le premier croisement stci-lll Y x sta + //sta + donnent des descendants de genotypes sta + /l Y 
et sta-l//sta + , viables et fertiles. 

Les croisements sta-lllsta-1 x sta-lll Y ou sta-lllsta-1 x sta + ll Y ne donnent aucun descen- 
dant car les ceufs ne se developpent pas. 

Or les zygotes formes par ces deux derniers croisements ont pour genotype sta-lllsta-1 
ou sta-lll Y, dans le premier, et sta-l//sta + ou sta-lll Y, dans le deuxieme, dont on sait qu’ils 
sont viables puisqu’on en dispose a l’etat adulte. Ces genotypes viables sta-lllsta-1 ou sta-ll Y 
n’ont pu etre obtenu qu’a partir d’un croisement sta+l/sta-1 x sta-l/Y. 

On voit qu’on peut toujours obtenir des adultes pour les genotypes sta-lllsta-1, sta-l//Y, ou 
sta-l//sta + , a la seule condition que la mere ne soit pas sta-lllsta-1 . Un embryon sta-lllsta-1 
peut se developper a partir d’un croisement sta-lllsta+ x sta-l/Y, mais non a partir d’un croi- 
sement sta-lllsta-1 x sta-l//Y. 

Que la mutation sta-1 soit une perte de fonction ou qu’elle exerce un effet toxique, on est 
amene a conclure que son effet n’est critique pour le developpement de l’ceuf qu’en fonction 
du genotype maternel et independamment du genotype embryonnaire ; la mutation sta-1 
exerce done un effet maternel. 


Si ce n’etait pas le cas, et que le developpement de l’ceuf dependait de l’expression zygotique 
du gene STA, le genotype sta-lllsta-1 serait letal, ce qui n’est pas le cas. 

On sait qu’un certain nombre d’etapes des premiers stades de developpement sont prises en 
charge par l’expression de genes maternels et non de genes zygotiques. En effet, l’ovule n’est 
pas une cellule isolee, elle est associee a de nombreuses cellules nourricieres au sein de 
l’ovocyte. Par transfert de proteines ou de w-RNA, les cellules nourricieres de I’ ovule appor- 
tent non seulement des reserves nutritives necessaires aux premiers stades de developpe- 
ment, mais aussi des produits de genes necessaires a ces premiers stades, notamment ceux 
qui, du fait de gradients de concentration, generent une preformation des axes primitifs de 
developpement de l’embryon. 


On peut done conclure que le gene STA fait partie de cet ensemble de genes a effet maternel 
dans l’ceuf. Les ceufs des meres sta-lllsta-1, quel que soit le genotype de l’embryon, sont 
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depourvus du produit du gene STA qui est cense, non pas etre traduit chez l’embryon (sinon 
les genotypes sta-lll Y et sta-l//sta-l seraient letaux), mais chez la mere, durant l’ovogenese. 
Au contraire, le produit du gene STA est present et actif chez tous les embryons des meres 
sta-l//sta + , meme les embryons sta-lllsta-1, car il est synthetise par les cellules nourricieres 
somatiques sta-l//sta + . 

2. Reconstitution d’un protocole permettant renonce des resultats de la question 1. 

Le stock est constitue de 1/3 males sta-1 viables et fertiles, de 1/3 femelles FM3//sta-l, 
viables et fertiles, reconnaissables a leur phenotype [B/2] et de 1/3 femelles sta-lllsta-1 , 
steriles (ce qu’il convient de demontrer ici), reconnaissables a leur phenotype [B + ]. 

En effet, les croisements fertiles males sta-1 IY x femelles FMJ/lsta- / donnent 1/4 de zygotes 
males FM3I Y letaux, 1/4 de zygotes males sta-ll Y viables, 1/4 de femelles FM3//sta-l et 
1/4 de femelles sta-lllsta-1 . 

La fertilite des males sta-ll Y est attestee par leur capacite de maintenir la mutation sta-1 en 
stock. On peut les croiser avec des femelles sta + /lsta + et constater leur fertilite par l’existence 
d’une descendance FI viable et fertile. 

Pour tester la fertilite de femelles sta-lllsta-1 , il faut d’abord les produire, ce qui est facile 
puisqu’elles sont reperables dans le stock, par le fait qu’elles sont de phenotype [B + ], 

En les croisant, individuellement dans un tube, avec un male sauvage sta + l Y ou un male du 
stock, sta-ll Y, on peut constater qu’elles pondent des ceufs qui ne se developpent jamais. 

3. Le croisement d’une femelle FM3IIDf par un male sta-l//Y permet de recuperer les 
femelles FI de phenotype [B + ], c’est-a-dire de genotype sta-lllDf. L’ absence du phenotype 
dominant induit par le balanceur etant une indication de la presence de 1’ autre chromosome, 
c’est-a-dire le chromosome porteur de la deficience Df 

Si la deletion du chromosome X couvre le locus du gene STA, les femelles n’ont qu’un seul 
exemplaire mute de ce gene et seront steriles; dans le cas contraire, elles seront porteuses 
d’un allele sta + sur le chromosome Dfe t seront fertiles. 

Les resultats montrent que les deletions DfC et DfD couvrent ce locus mais pas la dele- 
tion DfE puisque les femelles sta-lUDfE sont fertiles, ce qui permet de situer le locus du gene 
STA entre 10D8 et 10E4 (fig. 11.10) 



Figure 11.10 Localisation du gene STA par cartographie fonctionnelle par deletion. 
Le gene STA est localise dans la zone chromosomique figuree entre pointilles car les 
phenotypes des femelles Df//sta~ ont montre que le locus du gene STA est couvert 
par les deletions DfC et DfD et non par DfE. 


NB : On devrait dire, en toute rigueur, que le gene est localise au moins en partie dans cette 
zone, car il peut aussi s’etendre a gauche de 10E4. Cependant, on sait que chez la drosophile 
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il semble y avoir un gene par bande, ce qui permet de dire que le gene STA est bien compris 
entre 10D8 et 10E4. 

Cette question est une illustration de la methode de cartographie des genes par deletion 
(chap. 6). Cependant, au lieu de tester la possibility ou 1’ impossibility d’obtenir des gametes 
sauvages par recombinaison a la meiose, chez Fheterozygote chromosome mute//chromo- 
some delete, on teste ici directement le phenotype du diploide. 

Remarque. On ne savait pas a priori si la mutation sta-1 etait une « perte de fonction », 
la cartographie fonctionnelle par deletion permet de le demontrer, la deletion des 
genes STA etant une perte de fonction. 

4. a Chacune des quatre souches H, I, J et K est porteuse d’un chromosome balanceur 
pistable par la mutation bar et d’un chromosome mute qu’on peut appeler h, i,j ou k. 

Les femelles de ces quatre souches ont respectivement les genotypes FM3//i, FM3//j, FM3//h, 
FM3llk. 

Le fait que les mutations portees par les chromosomes h, i, j et k soient maintenus en stock 
face au balanceur, prouve qu’elles ont toutes un effet recessif vis-a-vis de leurs homologues 
respectifs sur FM3. 

Le croisement de femelles H, I, J ou K avec des males sta-1 /Y donne des femelles FI. Celles 
qui sont de phenotype [B + ] n’ont pas regu le balanceur et sont done de genotype sta-lllh, 
sta-l/li, sta-lllj ou sta-lllk. On identifie ainsi les individus dont le genotype est porteur de 
mutations sur les deux chromosomes X. 

Si l’un de ces genotypes, sta-HH, par exemple, s’avere sterile, on peut conclure que le mutant I 
est affecte dans le gene STA (pas de complementation fonctionnelle). 

Ce test de complementation fonctionnelle permet de conclure que les quatre mutants H, I, J 
et K sont mutes dans le gene STA. 

NB : En absence de test de segregation 2/2, on ne peut savoir si les mutants H, I, J ou K sont 
des mutants simples, mutes dans le seul gene STA (ce qui est sur, compte tenu du TCF) ou si 
ce sont des mutants multiples touches aussi dans un autre gene. 

4. b Les males H sont hll Y ; les femelles H sont FM3/lh. Leur croisement donnent deux types 
de femelles FI, FM3//h de phenotype [B/2] et li//h de phenotype [B + ], 

Ces dernieres ont toujours des ailes courtes, ce qui signifie que le phenotype [aile courte] est 
recessif et associe a la « mutation h ». 

De la meme maniere le phenotype [abdomen deforme] est recessif et associe a la « muta- 
tion k ». 

Cependant, il convient d’ecrire « mutation h » ou « mutation k », car, comme cela a ete dit, 
on ne sait si les mutants etudies sont simples ou multiples. Plusieurs hypotheses differentes 
peuvent rendre compte de ces phenotypes et aussi de la segregation 2/2 observee. 

- Hypothese 1. Le mutant FI (ou K) est simple. Dans ce cas, le seul gene mute est STA (TCF) 
et la mutation a un effet pleiotrope se traduisant a la fois par la sterilite femelle et un carac- 
tere morphologique (aile courte ou abdomen deforme). La segregation 2/2 est alors 
attendue. 

- Hypothese 2. Le mutant H (ou K) est double. Il est a la fois mute dans le gene STA et aussi, 
independamment, dans un autre gene (du chromosome X) qui condi tionne la morpho- 
genese des ailes ou de Fabdomen. La segregation 2/2 est logique (pas de crossing-over 
chez le male, ni, ici, chez la femelle, en raison du chromosome balanceur). 
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Cette hypothese est peu vraisemblable car la probability d’avoir un double mutant est egale 
au carre de la probability d’en avoir un simple. Si la probability d’un simple mutant spontane 
est de l’ordre de 1 0 6 a 1 0 1 , celle d’un double mutant devient de l’ordre de 10 12 a 1 0 14 
mutants, c’est-a-dire impossible. 

II est vrai que 1’ induction de mutants augmente considerablement l’ordre de grandeur des 
taux, passant a 1 0 4 ou 1 0 5 , ce qui rend l’hypothese 2 possible, bien que toujours peu 
probable. 

- Hypothese 3. Le mutant H (ou K) est simple en ce sens qu’il est porteur d’une seule muta- 
tion, mais deux genes sont touches simultanement, le gene STA et un autre implique dans 
la morphogenese de l’aile ou de l’abdomen. II s’agit dans ce cas d’une deletion (un seul 
evenement mutationnel) couvrant ces deux genes. La segregation 2/2 est attendue (chap. 6 
et plus bas). 

Cette hypothese a l’avantage de combiner les deux precedentes en prenant la vraisemblance 
statistique de la premiere (un seul evenement mutationnel) et la vraisemblance biologique de 
la seconde (deux fonctions touchees). 

II est alors necessaire de definir un protocole de choix entre les hypotheses, test de segrega- 
tion 2/2 ou autre test, eventuellement moleculaire. 

5. a Des femelles FM3//h sont croisees par des males SSR, notes h + ll Y. Les femelles FI de 
phenotype [B + ] sont de genotype hllh + . 

NB : II est preferable de noter, dans ce croisement, les males sauvages par h + //Y et non sta + /l Y, 
car on ne sait pas si h se reduit au gene .S' 7 14 ou s’il recouvre plusieurs genes. Si on notait les 
males par sta + //Y, les femelles issues du croisement seraient notees hllstaA ce qui 
tendrait a reduire h au seul statut d’ allele de STA (ce qu’il est de toute fa£on, mais peut-etre 
pas uniquement). 

On observe, dans ce test cross, une segregation 2/2 typique avec deux types de males equi- 
frequents h//Y et h + //Y, et deux types de femelles equifrequentes h//h et h//li + . 

Cette observation ne permet de choisir aucune des hypotheses : 

- si l’hypothese 1 est la bonne, on attend une segregation 2/2; 

- si l’hypothese 2 est la bonne, on peut avoir une segregation 2/2 si les deux genes sont tres 
proches, ce qui est une condition supplemental rendant cette hypothese encore moins 
probable, mais on n’a pas demontre qu’elle etait fausse; 

- si l’hypothese 3 est la bonne, on s’attend aussi a une segregation 2/2, comme le montre le 
schema ci-dessous. 



A la meiose, l’appariement de deux chromatides non-sceurs, dont l’une est deletee pour les 
deux genes A et B , induira une boucle de non-appariement (appelee « boucle de deletion ») 
sur 1’ autre chromatide. 

La premiere chromatide est 4 et B , la seconde est 4 + et B + , mais aucun crossing-over ne peut 
generer des chromatides recombinantes 4 + et B ou 4 et B + , car cela supposerait un crossing- 
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over entre les deux genes en un point qui existe sur la chromatide (A + , B + ) mais qui n’existe 
plus sur la chromatide homologue deletee, 

5. b Le gene miniature en 10E2, gouvernant par ses mutations un phenotype ailes courtes, est 
dans la zone 10D8-10E4 ou le gene 5714 a ete assigne; il est logique de penser que le mutant 
h pourrait etre mute dans STA et dans m. 

Le croisement realise est un TCF pour le gene m. Les femelles FI obtenues ont le geno- 
type « him » et le phenotype [ailes courtes], ce qui prouve que la souche H, mutee dans STA, 
est aussi mutee dans le gene miniature. 

L’hypothese 1 (mutant FI simple et mutation pleiotrope) est done exclue, et restent les deux 
autres. 

6. Les femelles FI, de genotype kllk + , sont croisees, en test-cross, avec des males k/Y. 

Le fait qu’il y ait trois types de descendants femelles en F2 exclut la segregation 2/2 d’un 
couple d’alleles a la meiose chez les femelles FI k//k + . On doit done conclure que les mutants K 
sont porteurs d’au moins deux mutations differentes sur le chromosome X, recombinables 
par crossing-over. 

L’une des mutations affecte le gene STA (voir 1’ absence de complementation dans les croise- 
ments femelles K X males sta-l/Y), l’autre mutation touche un gene implique dans la 
morphogenese de 1’ abdomen, note cib. 

Sous cette hypothese minimale de deux genes touches, le genotype de la femelle FI peut 
s’ecrire ( sta~ , abAH{sta + , ab + ), ce qui conduit au tableau de croisement des gametes 
(tabl. 11.9). 


Tableau 11.9 Tableau de croisement des gametes de la femelle FI 

PAR LE SEUL GAMETE PATERNEL ( STA~ , AB~). 


Gametes 
des femelles FI 

Frequence 

Genotype 
des femelles F2 

Phenotype 
connu ou attendu 

parental (sta~; ab~) 

(1 - r)/2 

sta~; ab~Hsta-\ ab~ 

parental : abdomen 
deforme, sans ponte 

parental (sfa+; ab + ) 

(1 - r)/2 

sfa+; ab + //sta ~ ; afr 

parental : abdomen 
normal, fertile 

recombine (sta~; ab + ) 

r/2 

sta ~ ; ab + //sfa _ ; ab~ 

recombine : ? 

recombine (sta + ; ab~) 

r/2 

sta + ; ab-//sta~; ab~ 

recombine : ? 


On observe 277 et 321 individus femelles de phenotype parental et 63 individus d’un pheno- 
type non-parental, done recombine [abdomen normal, pondant des oeufs qui ne se develop- 
pent pas]. Quel est son genotype ? 

Comme on sait que le phenotype abdomen deforme est recessif, il s’agit obligatoirement du 
genotype recombine abd/ab + , done du genotype (abr; star)//(ab + \ star), et il est logique qu’il 
ponde des oeufs qui ne se developpent pas, puisqu’il est starllstar. 


Le fait que l’homozygote kllk, e’est-a-dire {star, ab~)//(sta~, ab~) ne ponde pas d’oeufs est du 
au fait qu’il a l’abdomen deforme, phenotype epistatique sur celui associe au gene STA, si bien 
que les genotypes ( sta + //ab~)//(stcr ; ab~) devraient aussi avoir le phenotype [abdomen deforme, 
ne pondant pas d’oeuf], ce qui est confirme par 1’ interpretation quantitative des resultats. 





livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

348 Problemes corriges 


En effet, on sait que les genotypes parentaux sont equifrequents entre eux, de meme les 
genotypes recombines. Or ici 277 et 321 sont des valeurs significativement differentes 
comme 63 et 0. S’il y a 63 genotypes d’un type recombine, il doit y en avoir la meme quan- 
tity de l’autre. S’il n’y a que trois phenotypes au lieu de quatre, c’est que deux genotypes ont 
un meme phenotype. Comme on a un phenotype recombine et deux phenotypes parentaux, 
c’est que Fun des genotypes recombines a le meme phenotype que le phenotype parental en 
exces, soit [abdomen deforme, sans ponte], ce qui confirme bien ce qu’on attend. 

Cela permet, par ailleurs, de calculer la frequence de recombinaison, soit 63 X 2/641, d’ou 
une distance de 19,7 unites de recombinaison. 

On voit qu’avec une mutagenese aux rayons X on peut avoir des doubles mutants sans trop 
de difficulties. 

7 . Une inversion entraine une double coupure de l’ADN aux deux extremites (appelees 
pieds) de F inversion. 

Si le pied d’une inversion est situe dans la sequence codante d’un gene, celui-ci sera inactive, 
puisque F instruction est detruite. 

NB : Une inversion touchant un gene dans son promoteur peut mettre la sequence codante en 
phase avec le promoteur d’un gene situe a proximite de F autre pied et aboutir alors a une 
surtranscription s’il s’agit d’un promoteur fort. 

Ici le mutant I, mute dans le gene STA , lui-meme localise entre 10D8 et 10E4, possede une 
inversion entre 10E2 et 13B1 ; il est des lors tres vraisemblable pour ne pas dire certain que 
le gene STA est touche par cette inversion ce qui precise sa localisation en 10E2, c’est-a-dire 
tres proche du gene miniature (question 5). 

8. La mesure de la taille des fragments de restriction sur les southern blot pour la souche SSR 
permet de completer la carte de restriction (fig. 1 1 . 1 1 ). Le fragment de 4 Kb est evidemment 
reconnu par les sondes a et / 3. 

L’ absence de modification de la carte de restriction pour les mutants J et K plaide en faveur 
de mutations ponctuelles du gene STA dans ces souches. En revanche, les mutations affec- 
tant le gene STA chez les mutants I et H sont associees a une modification de la carte de 
restriction. 

Ce resultat etait attendu pour la souche I ou l’analyse cytologique a montre une inversion, et 
confirme l’hypothese d’une deletion pour la souche H (questions 4 et 5. a). 

Chez H la sonde a reconnait les fragments presents chez la SSR; cette partie de la carte 
physique n’est pas concernee par la deletion. 

La sonde /i identifie les fragments de 4 Kb et 1 Kb presents chez la SSR, mais identifie un 
fragment de 5,5 Kb a la place de ceux de 5 et 6 Kb. 

Deux solutions sont alors possibles pour situer l’ampleur de la deletion chez H : 

- une deletion courte de 5,5 Kb autour de l’avant-dernier site R reduisant les deux fragments 
de 5Kb et 6Kb a un fragment unique de 5,5 Kb (fig. 11.11); 

- une deletion plus longue emportant les deux derniers sites R, et done la totalite du frag- 
ment de 6 Kb, raccordant la partie restante du fragment de 5 Kb (qui permet la recon- 
naissance par la sonde (3) avec un site plus en aval et formant un nouveau fragment de 
5,5 Kb. 

L’analyse des fragments de restriction du mutant I permet de montrer que les fragments de 2, 
7, 1, 5 et 6 Kb ne sont pas touches, et que le seul fragment dont la taille est modifiee est le 
fragment de 4 Kb, reconnu chez la SSR par les deux sondes. 
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L’un des pieds de l’inversion se situe dans ce fragment de 4 Kb : 

- la sonde a reconnait la partie droite du fragment qui est restee en place et se trouve soudee 
avec 1’ autre pied de 1’ inversion qui apporte un site R, tel que le nouveau fragment fait 3 Kb 
(fig. 11.11); 

- la sonde /? reconnait la partie gauche de ce fragment qui, apres l’inversion se retrouve 
en 13B1 associee avec un site R en aval du pied de 1’ inversion, tel que le nouveau fragment 
de restriction a une taille largement superieure a 7 Kb (fig. 11.11); 

- la sonde /(reconnait aussi la partie droite de ce fragment (3 Kb sur les deux southern), ce 
qui prouve que le pied de l’inversion se situe a droite du site Sail. 

L’inversion du mutant I, qui touche le gene STA. prend pied dans le fragment de 4 Kb. Dans 
les deux hypotheses, le point de depart de la deletion du mutant H, qui touche le gene STA, se 
situe dans le fragment de 5 Kb. 

On peut done conclure que la localisation moleculaire minimale du gene STA est de part et 
d’ autre du fragment £coRl de 1 Kb qui est totalement interne au gene STA. 


a P 

< ►« ► 


R S R R Sail R R R Sail R 



Figure 11.11 Localisation du gene STA et des pieds des deletions ou de I'inversion 
par rapport a la carte physique de la region genomique contenant le gene STA. 


Probleme 11.5 

Chez Drosophila melanogaster, une mutation letale recessive, notee /, 
localisee sur le chromosome II, est maintenue en stock face au balan- 
ceur SMI. 

Le balanceur SMI est porteur de la mutation curly (notee cy), letale reces- 
sive et responsable chez l’heterozygote cyllcy + d’un phenotype dominant 
dit « curly » a ailes relevees, note [cy]. 
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La meme mutation 1 est aussi maintenue en stock face a un autre balan- 
ceur Gla, oil Gla est une mutation letale recessive et responsable chez 1’ hete- 
rozygote Gla + //Gla d’un phenotype dominant « ceil reduit », note [Gla]. 

Les diploides SMI //Gla sont viables, de phenotype double mutant [cy ; Gla] 
et s’autocntrcticnnent. 

1. On croise des males SMI III par - des femelles Gla/ll. Quelles sont les 
observations attendues et leurs frequences respectives ? Justifiez votre 
reponse. 

2 . On recommence le meme croisement apres avoir irradie les males et on 
observe, parmi la FI, deux males de phenotype sauvage ? 

Quel type d’evenement peut permettre d’interpreter cette observation ? 
Pourquoi seulement deux males ? Quel est leur genotype ? Discutez de la 
dominance et de la recessivite. 

Justifiez votre reponse, sachant qu’on n’observe jamais de descendants 
[cy + , Gla + ] ou [cy, Gla + ] ou [cy + , Gla] dans un croisement entre des males 
SMl/IGla irradies et des femelles SMl/IGla. 

3. On croise l’un des males de phenotype sauvage avec une femelle SM1/I 
Gla, ce qui donne 50 % de descendants [cy] et 50 % de descendants [Gla]. 

Puis on forme au hasard des couples male [cy] x femelle [cy] dans des 
tubes isoles, afm d’observer les descendances individuelles de chaque 
couple. 

Quels seront les resultats observes (genotypes, phenotypes, frequences) 
selon les genotypes accouples et selon que l’evenement considere est 
survenu sur le chromosome 2 ou sur un autre autosome ? 

4. D’oii provient l’impossibilite d’interpreter certains resultats ? Peut-on 
imaginer des croisements susceptibles de lever cette ambiguite ? 

>- Niveau Licence-Master (L3, M1)/Pre-requis : chapitres 2, 3, 6, 7 et 8. 

Solution 

1. Le croisement SMI III x Gla/ll donnera, a la conception, quatre types de genotypes equi- 
frequents (equifrequence des deux types de gametes parentaux et fecondation croisees 
aleatoires) : 

- SMl/IGla, viable de phenotype [cy; Gla]; 

- SMI III, viable de phenotype [cy, Gla + ] ; 

- Gla/ll, viable de phenotype [cy + , Gla] ; 

- Ill l, non viable. 

On n’observera done que les trois premiers phenotypes de frequences egales a 1/3. 

2. L’ irradiation est mutagene et peut faire apparaitre de nouveaux mutants, parmi lesquels 
d’eventuels revertants reperables s’ils ont un phenotype sauvage, soit par retour a une 
sequence sauvage (revertants vrais) soit par apparition d’un suppresseur actif. 

Le fait de n’ avoir jamais de revertant double [cy + , Gla \ ou simple [cy + , Gla] ou [cy, Gla + ] 
dans les croisements entre des males SMl/IGla irradies et des femelles SMl/IGla montre 
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qu’il n’est pas possible d’obtenir de suppresseur actif des mutations responsables des deux 
phenotypes [cy] et [Gla]. Les deux males sauvages obtenus sont done deux revertants pour la 
mutation l, soit vrais, soit par suppresseur, et ne sont porteurs d’aucun des deux balanceurs. 

On n’obtient que deux males parce que le retour a une sequence l + , ou l’apparition d’un 
suppresseur su", sont des mutations de novo, n’affectant qu’un tres petit nombre des gametes 
issues des cellules germinales irradiees. 

Le genotype des revertants est soit I + //l, si e’est un revertant vrai, soit (/; su a )ll(l\ su') si e’est 
un revertant par action d’un suppresseur actif. Bien evidemment, le fait que ces revertants 
apparaissent des cette generation prouve qu’un eventuel suppresseur, s’il existe, a un effet 
dominant. 

3 . Le but de ces croisements est de pouvoir mettre en evidence l’existence d’un suppresseur 
et, en meme temps, de l’assigner a un chromosome. On peut se mettre dans les differents cas 
possibles concernant un revertant. 

• Cas d’un revertant vrai 

On effectue alors le croisement /+/// x SMl/IGla. 

On attend : SMI lll + phenotype [cy] frequence 1/4; 

SMI III phenotype [cy] frequence 1/4; 

Gla//l + phenotype [Gla] frequence 1/4; 

Gla/ll phenotype [Gla] frequence 1/4. 

Ce qui est coherent avec les observations. 

Si on croise entre eux des individus [cy], on peut faire plusieurs types de couples differents 
selon le genotype sous-jacent de chacun des conjoints qui peut etre, avec une meme probabi- 
lity SMI IIC ou SMI III, ce qui necessite d’isoler les couples dans des tubes afin de caracteriser 
leurs descendances individuelles. 

Comme on forme des couples au hasard, on aura : 

- SMI l/l + x SMI Hl + (une fois sur quatre) qui donne 2/3 de [cy] + 1/3 [+], puisque les homo- 
zygotes SMI II SMI sont letaux; 

- SMI lie X SMI III (deux fois sur quatre) qui donne 2/3 de [cy] + 1/3 [+] ; 

- SMl/ll X SMl/ll (une fois sur quatre) qui ne donne que des [cy]. 

• Cas d’un suppresseur actif localise sur le chromosome 2 

On obtient les memes resultats que pour un revertant vrai, car, avec un protocole utilisant des 
balanceurs, on n’est jamais en mesure de separer par crossing-over la mutation l de son 
suppresseur. 

• Cas d’un suppresseur actif localise sur un autre autosome que le chromosome 2 
On effectue alors le croisement (////, su a //su') x ( SMl/IGla , su'/lsu'). 

On attend : (SMl/ll, su a //su‘) phenotype [cy] frequence 1/4; 

(SMl/ll, su'/lsu') phenotype [cy] frequence 1/4; 

(Glalll, su“llsu') phenotype [Gla] frequence 1/4; 

(Glalll, su'/lsu 1 ) phenotype [Gla] frequence 1/4. 

Ce qui est coherent avec les observations. 

Si on croise entre eux des individus [cy], on peut faire plusieurs types de couples differents 
selon le genotype sous-jacent de chacun des conjoints qui peut etre, avec une meme probabi- 
lity (SMl/ll, su a //su') ou (SMl/ll, su'/lsu'). 
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Comme on forme des couples au hasard, on aura : 

- ( SM1//1 , su a llsu l ) x (SMI III, su a llsu'), une fois sur quatre, qui donne, en fonction du tableau 
de croisement des gametes a 16 cases, et de la letalite des homozygotes SM1//SM1 ou Ml, 
des [cy] avec une frequence de 8/11 et des [+] avec une frequence de 3/1 1. 

Ce resultat permet done de faire la difference d’avec un revertant vrai ou par suppresseur sur 
le chromosome 2. 

- (SMI HI, su a //su l ) x (SMI III, su'llsu 1 ), une fois sur deux qui donne, en fonction du tableau de 
croisement des gametes a 8 cases, et de la letalite des homozygotes SM1//SM1 ou Ml, 
des [cy] avec une frequence de 4/5 et des [+] avec une frequence de 1/5. 

Ce resultat permet aussi de faire la difference d’avec un revertant vrai ou par suppresseur sur 
le chromosome 2 (a condition que l’ecart 4/5, 1/5 soit statistiquement significatif par rapport 
a l’ecart 2/3, 1/3). ‘ 

- (SMl/ll, sui/lsui ) x (SMl/ll, sui/lsui), une fois sur quatre, qui ne donne que des [cy]. 

4. On peut montrer l’existence d’un suppresseur physiquement independant de la mutation 
directe mais on ne peut differencier un revertant vrai (ou avec un suppresseur tres lie) d’un 
revertant avec un suppresseur sur le chromosome 2, peu ou pas lie, car le protocole utilise 
exclusivement des balanceurs. 

Pour pouvoir faire la distinction entre un revertant vrai ou un revertant avec su a sur le chro- 
mosome 2, il faut construire un genotype diploide forme d’un chromosome 2 sauvage et d’un 
chromosome 2 issu du revertant. 

Si le revertant est vrai, le genotype de ce diploide sera l + //l + , et la meiose ne donnera que des 
gametes / + . S le revertant est porteur d’un su a , le genotype construit sera (l, su a )//(l + , su'), et 
la meiose, chez une femelle sera susceptible de former des gametes recombines (l, su') qui 
pourront etre mis en evidence par un test cross adequat. 

Le chromosome (l + , su') peut aisement etre fourni par un adulte SSR, et le chromosome (/, su"), 
s’il existe, peut etre fourni par un individu [cy] de genotype SMl//(l, su a ), a condition de 
pouvoir le distinguer d’un individu [cy] de genotype SMl//(l, su‘), ce qui n’est pas directe- 
ment possible dans les conditions presentes. 11 faut done isoler des SMl//(l, su a ). 

En effet le materiel genetique a notre disposition est constitue des individus issus des 
premiers croisements (voir question precedente), soit : 

- des adultes [cy] de genotype SM1/I(l, su“) ou SMl//(l, su') dans le cas ou le revertant porte 
un suppresseur su a sur le chromosome 2 (mais SM1//I + ou SMl/ll dans le cas ou e’etait un 
revertant vrai) ; 

- des adultes [cy + ] de genotype (l, su a )//(l, su“) ou (l, su“)ll(l, su') dans le cas ou le revertant 
porte un suppresseur su a sur le chromosome 2 (mais l + //l + ou l + //l dans le cas ou e’etait un 
revertant vrai). 

Pour isoler des SMl//(l, su a ), on part des individus [cy + ] obtenus precedemment, dont le 
genotype est (/, su a )ll(l, su a ) ou (l, su“)ll(l, su‘) si le revertant porte un suppresseur (/ + // + ou /+/// 
dans le cas d’un revertant vrai). 

Chaque individu [cy + ] est croise, individuellement dans un tube, avec un adulte SMl//(l, su'), 
issu du stock, on obtient alors des diploides qui permettront de genotyper sans ambigui'te 
(tabl. 11.10) le parent [cy + ] ainsi que ces descendants, ce qui permettra d’isoler le geno- 
type SMI ! 1(1, su a ) recherche. 
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Tableau 11.10 Genotypage des parents [cy + ] par analyse de la descendance 

DE LEUR CROISEMENT AVEC UN ADULTE DE LA SOUCHE SMI III. 


Si le parent [cy + ] 
est (/, su a )//(/, su a ) 
son croisement 
avec SMW(t, su) 
donnera des diploi'des 

Si le parent [cy+] 
est (/, su a )//(l, su) 
son croisement 
avec SM 1/1(1, su) 
donnera des diploi'des 

Si le parent [cy+] 
est /+///+ 
son croisement 
avec SMI 11(1, su) 
donnera des diploi'des 

Si le parent [cy+] 
est /+/// 

son croisement 
avec SMI 11(1, su) 
donnera des diploi'des 

SM 111(1, su a ) : [cy] 

50 % 

(/, su a )//(l, su a ) : [cy+] 

50 % 

SMI 11(1, su a ) : [cy] 

33 % 

SMI 11(1, su) : [cy] 

33 % 

(/, su a )//(l, su) : [cy + ] 

33 % 

(/, su)/l(l, su) : [letal] 

SM7///+ : [cy] 

50 % 

/+/// : [cy+] 

50 % 

SMI HP : [cy] 

33 % 

SMI III : [cy] 

33 % 

/+/// : [cy+] 

33 % 

//// : [letal] 


II convient done maintenant de recuperer les indi vidus [cy] dans les tubes ou leur proportion 
est egale a 50 %, car on sait alors que leur genotype est soit SM1//(I, su “ ), en cas de suppres- 
ses, soit SMl//l + , en cas de revertant vrai. 

A present on peut, toujours individuellement dans un tube, croiser ces individus [cy] par des 
sauvages qui donneront 50 % de diploi'des [cy + ] dont le genotype sera soit (/, su a )ll(l + , su'), en 
cas de suppresses, soit / + /// + , en cas de revertant vrai. 

Le genotype (/, su a )l/(l + , su') est le genotype qu’on se proposait de construire pour pouvoir, si 
le suppresseur existe, en demontrer L existence par sa separation d’avec la mutation directe /, 
par crossing-over. 

II faut done recuperer tous les chromosomes 2 formes par des meioses femelles afin de 
mettre eventuellement en evidence des gametes recombines (/, su'). 

Pour ce faire, on croise des femelles [cy + ] obtenues precedemment avec des males SMl/IGla 
et on recueille alors, a la generation suivante, tous les chromosomes 2 recherches en face 
d’un balances, SMI, une fois sur deux, Gla, une fois sur deux (tabl. 11.11). 

On peut alors tester chacun de ces chromosomes 2 en croisant, individuellement dans un 
tube, les individus [cy] avec des SM 111(1, su'), issu du stock, et les individus [Gla] avec des 
GIa//(l, su 1 ), issu du stock. 

Les resultats de ces croisements (tabl. 11.11) permettront de statuer sur l’existence d’un 
eventuel suppresseur sur le chromosome 2 ou sur le fait que le revertant etait un revertant 
vrai (ou avec un suppresseur tres lie) en fonction des proportions trouvees de phenotype [cy] 
ou [Gla] ou [+]. 


S’il existe, chez le revertant, un suppresseur sur le chromosome 2, assez eloigne de la muta- 
tion directe pour en etre separe par crossing-over, alors certains tubes doivent montrer une 
descendance sans phenotypes sauvages (tabl. 11.11, colonne 4); si de telles descendances ne 
sont jamais observees, on doit conclure que le revertant est vrai, ou qu’un suppresseur existe 
mais est tres lie, de sorte que la probability de crossing-over est trop faible pour observer des 
gametes recombines. 
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Tableau 11.11 Mise en evidence d'un eventuel suppresseur sur le chromosome 2 

PAR ANALYSE INDIVIDUELLE DES DIFFERENTS GAMETES FORMES A LA MEIOSE CHEZ DES FEMELLES [CY+] 

DE GENOTYPE (/, SU a )//(l+, SU'), OU DE GENOTYPE /+///+. 

s'il y a un suppresseur sur le chromosome 2, la femelle [cy+] s'il n'y a pas 

est de genotype (/, su a )//(/+, su 1 ), les gametes seront parentaux de suppresseur, 

(frequence (1 - r)/2) ou recombines (frequence r/2), elle est /+///+, 

et recueill is face a un balanceur SMI ou G/a et donneront des diploides les gametes 

seront h 
et les diploides 


(1 - r)/2 

(1 - r)/2 

r/2 

r/2 

100 % 

SMI 11(1, su a ) 

SM1//(I + , su ') 

SM1//(I+, su a ) 

SMI 11(1, su') 

SM1//I+ 

ou G/a//(/, su a ) 

ou G/a//(/+, su 1 ) 

ou G/a//(/+, su a ) 

ou G/a//(/+, su a ) 

ou G/a///+ 


en croisant les individus [cy] avec des SM1//(I, su 1 ), ou SM1I/I, du stock 
ou en croisant les individus [Gla] avec des G/a//(/, su 1 ), ou G/a///, du stock on obtient 


2/3 [cy ou Gla] 2/3 [cy ou Gla] 2/3 [cy ou Gla] 100 % 2/3 [cy ou Gla] 

1/3 [+] 1/3 [+] 1/3 [+] [cy ou Gla] 1/3 [+] 
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Chapitre 12 


Genetique bacterienne 


Probleme 12.1 

On dispose d’une souche A de coli auxotrophe pour la leucine, la proline, 
la threonine, les purines, la cysteine, sensible au phage Tx, incapable de 
pousser sur galactose et resistante a la streptomycine. On dispose de la 
Hfr H, resistante au phage Tx et sauvage pour le reste du genome. 

NB : La mutation de resistance a la streptomycine est a la 72 e minute de la 
carte standard. 

I.On realise un croisement par conjugaison H x A. Toutes les cinq 
minutes on preleve quelques ml de la coculture qu’on agite avant de les 
repartir par etalement sur plusieurs boites afin de tester, individuellement, 
le phenotype de la receptrice pour chacun des marqueurs. 

a. Quel sera le milieu de culture permettant de tester les recombinants [pro + ] ? 

b. Quel sera celui permettant de tester les recombinants [gal + ] ? 

2. Interpretez les resultats (tabl. 12.1) pour chacun des phenotypes etudies 
(schema souhaite). 


Tableau 12.1 Resultats des etalements de la conjugaison Hx/1. 
« + » indique la presence de colonies. 


Temps 

d'etalement 

[leu+] 

[pro+] 

[thr] 

[pur+] 

[cys+] 

[Tx R] 

[gal+] 

0 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

5 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 
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Temps 

d'etalement 

[leu + ] 

[pro] 

[thr+] 

[pur+] 

[cys+] 

[TxR] 

[gali 

10 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

15 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

20 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

25 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

30 min 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 


3. On laisse la conjugaison se poursuivre environ 70 minutes et on selec- 
tionne les receptrices [pur + , str R ] . Testees par repliques, 80 % d’entre elles 
sont [gal + ], 30% sont [cys + ]. Testees par repliques, 95 % des [gal + ] sont 
[tx R ], 50 % des [cys + ] sont [Tx R ]. 

Interpretez ces resultats, en precisant le role du marqueur gal. Schema 
indispensable. 

4. On dispose d’une souche B, incapable de metaboliser le galactose et 
resistante a la streptomycine. 

Apres croisement de B avec la Hfr H, on obtient des [gal + , Str R ] apres 
14 min de conjugaison. 

On prepare un lysat de phage transducteur PI a partir de la souche Hfr et 
on transduit les souches A et B afm d’obtenir des recombinants [gal + ]. 

95% des recombinants [gal + ], issus de la transduction de A par PI, sont 
[Tx R ], 100 % des recombinants [gal + ], issus de la transduction de B par PI, 
sont [tx s ], Discutez de la coherence de ces resultats et concluez. 

Questions 5 et 6 , voir exercice 9.2, chapitre 9. 

7. La souche Do de coli est sensible a la streptomycine et deletee pour le 
fragment du genome porteur de la region gal, pyr, Tx precedemment 
etudiee; elle est de phenotype [gal - , pyr - , Tx R ], 

Par ailleurs, on dispose d’une souche, notee D, dont le genome correspond 
a celui de Do additionne d’un episome contenant cette region a l’etat 
sauvage. La souche D est de phenotype [gal + , pyr + , Tx s ], 

On obtient par traitement aux rayons X, des mutants resistants au phage Tx. 

a. Discutez du phenotype de la souche D. 

La mutagenese et la selection des mutants ont ete realisees en milieu 
glucose complemente en pyrimidine. Expliquez pourquoi. 

b. Deux de ces mutants, notes D1 et D2 sont croises avec les derives (str R , 
recA - ) des souches dl, d2, d3 et d4. On etale sur milieu MO (glu) + pyr 
+ streptomycine et on replique sur milieu MO (glu) + streptomycine ou 
MO (gal) + pyr + streptomycine. On rappelle que la perte de fonction recA 
entraine T incapacity de realiser des recombinaisons homologues. 
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Interpretez les resultats obtenus (tabl. 12.2). Un schema est demande. 
Tableau 12.2 Nombre de colonies observees sur les milieux d'etalement 

ET DE REPLIQUE DANS DIFFERENTS CROISEMENTS. 


Mutant D 

Receptrice m 

Colonies 

sur MO (glu) + pyr 
+ streptomycine 

Colonies 
sur M0 (glu) 

+ streptomycine 

Colonies 

sur M0 (gal) + pyr 
+ streptomycine 

D1 

dl 

56 

56 

0 

D1 

d2 

86 

86 

0 

D1 

d3 

90 

90 

0 

D1 

d4 

91 

91 

0 

D2 

dl 

100 

0 

0 

D2 

d2 

95 

0 

95 

D2 

d3 

86 

0 

0 

D2 

d4 

102 

0 

102 


c. On realise un lysat de phages transducteurs PI sur le mutant D2 avec 
lequel on transduit les mutants ml et m3. On obtient des colonies sur 
milieu MO(gal) dans le premier cas, et jamais dans le second. 

Concluez, en precisant la coherence avec la carte fine des mutations gal 
(schema souhaitable). 

>■ Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 6 et 9. 

Solution 

1. a. MO (glu) complemente en leucine, threonine, purines et cysteine + streptomycine, celle- 
ci servant a contre-selectionner les donatrices Hfr (voir page 235). 

b. MO (gal) complemente en leucine, proline, threonine, purines et cysteine + strepto. 

2. Par un protocole de conjugaison interrompue, on a pu etablir la carte suivante en temps de 
conjugaison, jusqu’au marqueur gal, les autres ne penetrant qu’apres 30 minutes. 


0 min 

5 min 

10 min 

15 min 

20 min 

25 min 

30 min 


◄ 

thr + 


leu + 


pro + 


pur + 


cys + 
Tx R 
gal + 







3. En laissant conjuguer 70 minutes, on est sur que les receptrices sont restees [str R ]. 

Les receptrices etant toutes [pur + ], on juge a present du gradient de transfert a partir de cette 
nouvelle origine. La frequence des recombinants [pur + , gal + ] etant superieure a celle des 
[pur + , cys + ], on peut en conclure que le marqueur gal est plus proche de pur que cys. 
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Le marqueur gal sert de reference pour juger du cotransfert/ de la corecombinaison du 
marqueur Tx. 

Comme 95 % des recombinants [pur + , gal + ] sont [Tx R ], on peut en deduire que les deux 
locus sont tres proches mais il n’est pas possible de les situer par rapport a gal, car le cotrans- 
fert est un test de liaison et non un test trois points d’orientation. D’ou la carte suivante. 


0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 25 min 30 min 





pur + 



4. Si on obtient des recombinants [gal + , Str R ] apres 14 min, c’est que la souche B est mutee 
pour un autre gene gal que la souche A, qui seront notes respectivement gal B et gal A. Ces 
deux locus sont done a plus de seize minutes, soit plus de 640 000 pb. 

Logiquement, dans ces conditions, le lysat transducteur de la sequence sauvage du gene gal A 
cotransduit la sequence de resistance au phage Tx, alors que le lysat transducteur de la 
sequence sauvage de galB ne cotransduit jamais cette sequence de resistance. 

Les genes gal A et Tx sont distants de beaucoup moins de 100 000 pb puisque leur taux de 
cotransduction est tres eleve. 

5. et 6. Voir exercice 2, chapitre 9. 

7. a La deletion chromosomique de la souche Do pour les genes impliques dans les pheno- 
types de metabolisation du galactose, de biosynthese des pyrimidines et de sensibilite au 
phage Tx, constitue, pour ces genes des mutations de « perte de fonction ». Cette observation 
montre notamment que le phenotype de resistance au phage Tx resulte d’une perte de fonc- 
tion du gene Tx (par exemple, si ce gene code pour une proteine jouant le role de recepteur 
au phage, comme la permease au maltose pour le phage X). 

Le phenotype de la souche D etant [gal + , pyr + , Tx s ], on peut en deduire que, pour chacun de 
ces genes, les mutations de perte de fonction ont un effet recessif par rapport a celui de 
chacun de leurs alleles sauvages respectifs. 

Les rayons X sont souvent utilises pour generer des deletions. Si une deletion affecte le 
gene Tx de l’episome, elle va donner un phenotype de resistance puisque l’autre copie du 
gene est aussi deletee, mais il est possible que certaines deletions puissent s’etendre dans les 
genes pyr et/ou gal ce qui conduirait respectivement a un phenotype d’auxotrophie pour les 
pyrimidines et/ou d’incapacite de croissance sur galactose, ce qui justifie un milieu glucose 
+ pyrimidines. 

7. b Les croisements effectues (par transfert de l’episome d’une souche donatrice vers une 
receptrice, sexduction) permettent d’obtenir des diploides partiels pour la region gal-Tx-pyr. Le 
genome des receptrices porte des mutations gaT et pyr~, elle est sauvage Tx s (voir plus haut). 

Le genome partiel apporte par Tepisome porte une mutation Tx R , sans doute une deletion, 
mais doit etre teste pour l’eventuelle extension de celle-ci d’un cote vers le (ou les) 
gene(s) gal, et de 1’ autre vers le (ou les) gene(s) pyr. 

En effet, la cartography de mutations (figure 9.5) ne permet pas de savoir si elles affectent un 
meme gene ou pas. Les milieux de repliques sont precisement destines a tester l’auxotrophie 
pour les pyrimidines et la capacite de croissance sur galactose. 
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On peut en cone lure que l’episome du mutant Dl, etant capable, par son transfert a toutes les 
receptrices dl, d2, d3 ou d4, de leur donner le phenotype [pyr + ] n’est pas mute dans le 
(ou les) genes de biosynthese des pyrimidines. En revanche, il doit etre affecte d’une deletion 
s’etendant du gene Tx vers le (ou les) genes gal (fig. 12.1). 

On peut en conclure que l'episome du mutant D2, etant incapable, par son transfert a toutes 
les receptrices dl, d2, d3 ou d4, de leur donner le phenotype [pyr + ] est mute dans le (ou les) 
genes de biosynthese des pyrimidines et doit etre affecte d’une deletion s’etendant du 
gene Tx vers le (ou les) gene(s) pyr (fig. 12.1). 

Par ailleurs, le fait que certains diploides soient [gal + ] alors que d’autres sont [gal“] prouve 
qu’il ne peut y avoir dans cette zone un seul gene gal. Si e’etait le cas, toutes les transformees 
seraient [gal - ]. 

II y a done au moins deux genes ,4 et B et les phenotypes [gal + ] resultent d’une complemen- 
tation fonctionnelle (fig. 12.1) : 

• Les mutations m2 et m4 ne touchent pas le meme gene que celui touche par la mutation 
(deletion) affectant l’episome (les mutations m2 et m4 pouvant d’ailleurs affecter le meme 
gene ou deux genes differents). 

• Les mutations ml et m3 affectent un meme gene A (ou eventuellement deux genes 
contigus), dont le locus est proximal au locus Tx, puisqu’il n’y a pas de complementation 
fonctionnelle avec la mutation affectant l’episome. 

Remarque. La deletion Dl touche les genes A et B , mais on ne sait pas si elle couvre 
les sites des mutations m2 et/ou m4. La deletion D2 touche le gene A, comme ml 
ou m3, d’ou l’absence de complementation fonctionnelle, mais on ne sait pas si elle 
couvre les sites des mutations ml et/ou m3. 

7. c Par cette transduction, on permet precisement a la recombinaison moleculaire de pouvoir 
generer des sequences sauvages dans le cas ou la deletion ne couvre pas le site de mutation 
sur l’autre genome. C’est le cas avec la mutation ml, jamais avec la mutation m3. 

Ce resultat apporte deux informations : 

- c’est, d’une part, la confirmation que le mutant D2 est bien un mutant par deletion, car s’il 
avait ete ponctuel, des recombinants eussent ete possibles ; 

- d’ autre par, cette deletion couvre le site m3 et non ml, ce qui est coherent avec la carte qui 
a montre que ml est distal de m3 par rapport a Tx. 


Deletion Dl 


Gene 6 


Gene A 


IX s 


pyT 


Deletion D2 


m 4 ou m 2 


m 1 ou m 3 


Tx 3 


pyr 


Figure 12.1 Cartographie des genes, des sites de mutations ponctuelles 
et des deletions de la zone etudiee. 
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Probleme 12.2 

On dispose, chez coli, des souches A, B, C et D de genotype : 

A : ( cysB~\ tyrl~\ tyr2 + ; strR) ; B : (cysB ; tyrl + ; tyr2~\ strR) ; 

C : (cysB 1 ; tyrl~\ tyr2 + ; strR): D : (cysB 1 ; tyrl + \ tyr2~\ strR). 

oil cv.vB. tyrl et tyr2 sont des mutations ponctuelles respectivement 
responsables d’une auxotrophie pour la cysteine ou pour la tyrosine. strR 
etant une mutation de resistance a la streptomycine. 

1. Des experiences de conjugaisons interrompues, avec 15 secondes de 
precision, entre une Hfr sauvage et des receptrices tyrl ou tyr2 donnent un 
temps de transfert egal pour tyrl + et tyr2 + , a 30 secondes apres cysB ' , 
plusieurs dizaines de minutes avant le site str. 

a. Quelles ont ete les receptrices utilisees ? 

b. Quels ont ete les milieux de cocultures et d’etalement ? 

c. Qu'en concluez-vous pour tyrl et tyr 2 sur le plan cartographique ? Sur 
le plan fonctionnel ? 

Justifiez vos reponses de maniere claire et concise. (Quelques lignes suffi- 
sent, a chaque fois, ne perdez pas de temps sur cette question.) 

2. Par un test trois points on a rnontre que l’ordre etait : cysB-tyr2-tyrl. 
Vous reconstituerez le protocole de ce test trois points, realise par trans- 
duction, sachant qu’on disposait de phage transducteur PI et des quatre 
souches de E. coli , A, B, C et D. 

a. Quels sont les croisements effectues ? Avec quels lysats a partir de 
quelles donatrices ? Sur quelles receptrices ? Quels sont les recombinants 
selectionnes ? Sur quels milieux ? 

b. Quels sont les resultats possibles ? quel est le resultat obtenu ? Quelle 
est P argumentation permettant de justifier la conclusion a partir du resultat 
obtenu ? 

On demande des reponses claires, concises, argumcntccs, accompagnees 
des schemas utiles. 

3. Les souches A et B sont transformees par un plasmide PK, porteur d’un 
gene de resistance a la kanamycine et d’un fragment de genome sauvage 
de coli contenant, entre autres, la sequence cysB + . 

Les colonies [kanR], issues de la transformation de A ou B par PK sont, 
[cys + , tyr + ], Concluez. 

4. Un transposon est une sequence d’ADN capable, par elle-meme, de se 
deplacer pour s’inserer (ou de se dupliquer pour inserer une copie) plus ou 
moins aleatoirement en un autre site du meme replicon ou d’un autre 
replicon. L’insertion d’un transposon dans la sequence d’un gene a souvent 
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un effet destructeur sur le message de ce gene qui ne peut plus etre 
exprime ; elle entraine done une perte de fonction du gene. 

La plupart des transposons bacteriens sont porteurs d’un gene conferant la 
resistance a un antibiotique. De nombreux plasmides, porteurs d’un gene 
de resistance a un antibiotique, sont porteurs du transposon oil ce gene est 
inclus. 

On sournet le plasmide PK a l’action d’un transposon porteur d’un gene de 
resistance a l’ampicilline, puis on selectionne un plasmide recombinant 
conferant la double resistance a la kanamycine et a l’ampicilline; ce plas- 
mide est appele PKA. 

• Les colonies [kanR ; ampR] issues de la souche A transformee par PKA 
sont [cys + , tyr + ], 

• Les colonies [kanR ; ampR] issues de la souche B transformee par PKA 
sont [cys + , tyr - ]. 

Qu’en concluez-vous pour le plasmide PKA et pour les mutations tyrl 
et tyr2 ? 

>- Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 5, 6 et 9. 


Solution 

1. a Celles qui, ayant une sequence mutee, peuvent etre selectionnees comme recombinant 
sauvage apres croisement avec la Hfr, soit, A pour cys et tyrl, et B pour cys et tyr2. 

1 . b Le croisement (coculture) se fait en milieu permettant la pousse des deux souches, soit 
Mo + cys + tyr. Le milieu d’etalement est destine a la selection des recombinants; il est done 
additionne de streptomycine pour bloquer la pousse des donatrices et de tyr pour evaluer le 
temps de transfert de cy.s + , ou de cys pour evaluer le temps de transfert de tyrl + ou tyr2 + . 

1 . c Les deux mutations tyrl et tyr2 sont localisees au meme endroit, a la precision pres de la 
cartographie par conjugaison interrompue, soit ici 15 secondes ou 10 000 pb. 

Bien evidemment, la proximite des mutations ne signifie nullement qu’elles touchent le 
meme gene; e’est possible, mais elles peuvent aussi toucher deux genes proches impliques 
tous deux dans la biosynthese de la tyrosine. 

2. II convient de faire des lysats transducteurs des souches C et D afin de transformer respec- 
tivement les souches receptrices B et A. 

II y a deux ordres possibles pour les trois sites cysB , tyrl et tyr2 (fig. 12.2) puisqu’on sait que 
cys IS ne peut etre central, etant transfere 30 secondes avant tyrl ou tyr2. 

Pour chacune des deux transductions les combinaisons alleliques sont differentes (fig. 12.2) 
le phage apportant tyrl~ et tyr2 + , ou tyrl + et tyr2~. 

On etale une quantite connue de cellules sur une boite de milieu minimum ou seules les 
recombinants sauvages [cys + , tyr + ] de genotype ( cysB + , tyrl + , tyr2 + ) peuvent pousser. 

Si l’ordre 1 est l’ordre reel on attend, dans le croisement 1, une frequence de recombinants 
sauvages [cys + , tyr + ] tres inferieure a celle du croisement 2 ; car la formation de genotypes 
sauvages y necessite quatre evenements de recombinaison (fig. 12.2) alors que deux sont 
suffisants dans le croisement 2. 


Si l’ordre reel est le 2, on attend le resultat contraire, e’est-a-dire celui qui a ete observe, une 
frequence de recombinants sauvages tres inferieure dans le croisement 2. Cet ordre est valide. 
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Ordre 1 


Ordre 2 


Croisement 1 
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tyr1 + 


tyr2- 









cysB + 


tyrl* 


tyr2- 

L 



i 





cysB- 


tyrl- 


tyr2* 




cysB + 


tyr2 + 


tyrl- 




1 





cysB 

n 

tyr2 - 


tyr1 + 

r 








cysB + 


tyr 2 - 


tyrl + 

L 








cysB - 


tyr2 + 


tyrl- 



Figure 12.2 Cartes possibles des sites de mutations et evenements recombinants 
selectionnes par I'etalement apres transduction, conduisant a un phenotype [cys+, tyr +]. 

3. Si les transformees ayant recu le plasmide PK, puisque resistantes a la kanamycine, sont 
de phenotype [cys + ; tyr+], c’est que le fragment genomique clone dans PK est porteur des 
sequences sauvages cysB + , tyrl + et tyr2 + . 

Comme il s’agit, pour les trois mutations, d’un diploide partiel, on peut conclure que les 
mutations d’auxotrophie ont un effet recessif par rapport a leurs alleles sauvages respectifs. 
4. 11 y a insertion du transposon dans PK et formation de PKA. 

Le phenotype | rv.y + , tyr ~ ] des colonies [kanR, ampR] permet de conclure que la receptrice B 
comme le plasmide PKA sont mutes dans le meme gene. II s’agit de la mutation tyr 2 chez B, 
et de la « destruction » de la sequence de ce gene par insertion du transposon, chez PK, lors 
de la formation de PKA. 

La « destruction » d’un gene entraine une perte de fonction et est, sans doute, recessive, 

Le phenotype | cy.vL tyr + \ des colonies [kanR, ampR] permet de conclure qu’il y a comple- 
mentation fonctionnelle et que la receptrice A, porteuse de la mutation tyrl, n’est pas mutee 
dans le meme gene que le plasmide PKA, (sinon le phenotype serait [tyr ]) et que les muta- 
tions tyrl et tyr2 sont proches et touchent des genes voisins, voire contigus (fig. 12.3). 



Figure 12.3 Mise en evidence et cartographie de deux genes tyrl et tyr2. 
Elle est attestee par les tests de complementation fonctionnelle avec le plasmide PKA, 
chez lequel tyrl est inactive par I'insertion du transposon amp R . 
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Probleme 12.3 

Une souche L - de E. cob, rnutee dans les deux genes purF et pheS est de 
phenotype [pur - ; phe - ], auxotrophe pour les purines et la phenylalanine. 
A partir de cette souche on isole deux mutants [his - ], auxotrophes pour 
1’ histidine et notes FI et F2, les mutations etant respectivement notees his! 
et his2. 

On dispose des hois souches Flfr H, A ou K, chacune deletee pour le 
gene argE, situe a 88 min sur la carte de coli. La Flfr FI transfere ses genes 
dans le sens des aiguilles d’une montre, les deux autres Flfr dans le sens 
trigonometrique. 

1. On croise chacun des mutants FI et F2 par la HfrFI, A ou K. 

On etale les conjugants apres 50 minutes de croisements, apres les avoir 
separes par vortex, sur un milieu Mo + pur + phe. 

On obtient des colonies dans tous les cas. 

a. Quelle est votre conclusion ? Justifiez vos reponses. 

b. Justifiez le phenotype des Flfr. 



2. On recommence les croisements entre la Flfr K et les souches FI et F2. 
On etale les conjugants apres 30 minutes de croisement, apres les avoir 
separes par vortex, sur un milieu Mo + his + pur. 

Les colonies obtenues sur ces boites meres sont testees par replique sur des 
boites Mo + pur, 60 % y poussent, et sur des boites Mo + his, 40 % y 
poussent. 

On n’ obtient pas de recombinants [phe + ] dans le croisement entre la Flfr A 
et les receptrices FI ou F2, apres 50 minutes de croisement, mais on 
obtient des recombinants [pur + ] ou [his + ], 

Qu’en concluez-vous ? Justifiez vos reponses. 

3. La conjugaison interrompue montre que les sequences hisl + et his2 + 
sont localisees au rneme endroit de la carte, i minutes apres l’origine de 







livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

364 Problemes corriges 


transfert de K. On selectionne, parmi les colonies testees a la question 
precedente, des colonies F'l et des colonies F'2 de phenotype [pur + , his - , 
phe - ] afm de les croiser avec des Hfr derivees de K, porteuses de la meme 
mutation d’auxotrophic aux purines que la souche F, et porteuses, soit de 
la mutation hisl, soit de la mutation his2. Ces Hfr sont respectivement 
no tees K1 et K2. 

• Le croisement K1 avec F'2 [pur + , his - , phe - ] est realise, le titre de F'2 
est de 10 8 /ml, et on observe 225 colonies pour un etalement de 0,1 ml, sur 
milieu Mo. 

• Le croisement K2 avec F'l [pur + , his - , phe - ] est realise, le titre de F'l 
est de 5 x 10 8 /ml, et on observe 275 colonies pour un etalement de 0,1 ml, 
sur milieu Mo. 

Qu’en concluez-vous ? Justifiez vos reponses en les accompagnant de 
schemas clairs et precis, et en justifiant les genotypes des souches utilisees 
dans les croisements. 

4. Une culture de la Hfr K1 est irradiee aux UV et on etale 10 8 cellules sur 
une boite de milieu Mo + pur + arg. On obtient quelques colonies, dont 
une, notee Kl-a, que l’on etudie. 

Repliquee sur un milieu Mo + arg, les cellules de la colonie Kl-a se reve- 
lent capables d’y pousser. 

Donnez une interpretation fonctionnelle simple a tous ces resultats. 

5. On realise une cinetique de conjugaison interrompue toutes les 
30 secondes entre la Hfr Kl-a et la receptrice FI. On obtient des recombi- 
nants [his + ] au temps (i - 6) minutes. 

On rappelle que les mutations hisl et his 2 sont localisees a i minutes de 
l’origine de transfert de K. 

Donnez une interpretation cartographique et fonctionnelle simple a tous 
ces resultats, et montrez leur coherence avec vos conclusions de la 
question 4. 

6. On realise une cinetique de conjugaison interrompue toutes les 
30 secondes entre la Hfr Kl-a et la receptrice F2. On obtient des recombi- 
nants [his + ] au temps i minutes. 

Quelles precisions apportent ces resultats ? 

>• Niveau Licence-Licence (LI, L2) (premieres questions)/Pre-requis : chapitres 7 et 9. 
Solution 

1 . a On recueille les receptrices recombinantes de phenotype [his + ] ; les sequences mutees 
hisl ou his2 y sont remplacees par leurs homologues sauvages hisl + ou his2 + . Celles-ci sont 
done entrees entre 95 et 45 min avec la Hfr H (sens horaire), entre 50 et 0 min (sens trigo) 
avec la Hfr K, et entre 80 et 30 min (sens trigo) avec la Hfr A. Done les sequences mutees 
sont dans la partie commune de ces trois transferts, soit entre 30 et 45 min de la carte de coli. 



Dunod - La photocopie non autorisee est un delit. 


livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

12 • Genetique bacterienne 365 

b. La deletion du gene argE sert de marqueur de selection des receptrices et de contre- 
selection des donatrices ; la sequence deletee de la Hfr n’est jamais transmise dans les 50 min 
de croisement. 

2. On selectionne, apres croisement de 30 min avec la Hfr K, des recombinants [phe + ] ; le fait 
que 60 % d’entre eux soient aussi [his + ] alors que 40 % d’entre eux sont aussi [pur + ] montre 
que les sequences hisl + ou his2 + sont plus proches du gene pheS (corecombinaison plus 
frequente, 60 %) que du gene purF\ ces deux genes purF et pheS etant localises dans les 
30 premieres minutes de transfert de la HfrK. 

L’ordre des marqueurs est done p u rF-(h is I /his 2)- pheS, ou bien (hisl/his2)-pheS-purF, avec 
une distance his-pheS plus petite que la distance pheS-purF. 

Le fait de ne pas obtenir de recombinants [phe + ] avec la Hfr A alors qu’on en obtient avec la 
Hfr K indique que le gene pheS est a plus de 30 min de l’origine de transfert de A, et a moins 
de 30 min de l’origine de transfert de K; le gene pheS est done le gene le plus distal de 
l’origine de transfert de K ou de A. 

L’ordre des marqueurs, dans le sens de l’ordre de transfert par la Hfr K est purF-(hisllhis2)- 
pheS, ce qui donne sur la carte standard de coli, l’ordre PheS-(7»,s7 ou his2)-purF. 

3. Les mutations his! et his2 sont situees a i min de transfert de l’origine de K, et ne peuvent 
etre cartographiees l’une par rapport a l’autre par une simple conjugaison interrompue. 

Deux ordres sont possibles (fig. 12.4) : purF-hisl-his2-pheS ou purF-his2-his 1 -pheS dont le 
choix dependra des resultats des deux croisements realises en paralleles, et de 1’ etude de la 


Ordre 1 : pur/his1/his2/phe ou Ordre 2 : pur/his2/his1/phe 



Ordre 1 : pur/his1/his2/phe ou Ordre 2 : pur/his2/his1/phe 



Figure 12.4 Cartes possibles des sites et evenements selectionnes 
par les etalements apres chaque croisement. 

La fleche horizontale figure I'ordre de passage des genes lors de la conjugaison. 
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frequence des recombinants [pur + ; his + ; phe + ] obtenus dans ces deux croisements, ou pheS 
sert de marqueur distal de recombinaison. 

Si l’ordre 1 est correct, on attend plus de recombinants sauvages (en frequence) dans le 
premier croisement (fig. 12.4) que dans le second. Si l’ordre 2 est correct, on attend le 
resultat inverse. 

On observe 225 recombinants dans le premier croisement, et 275 dans le second qui doivent 
etre rapportes a des titres respectifs de 10 8 /ml et de 5 x 10 8 /ml, ce qui donne des frequences 
de recombinants respectivement egales a 2,25 x 1 0 5 et 0,55 x 1 0 5 (depot de 0,1 ml conte- 
nant respectivement 10 7 et 5 X 10 7 bacteries). 

La frequence des recombinants etant superieure dans le premier croisement, l’ordre 1 est 
valide. 

4 . On obtient evidemment des revertants [his + ], soient des revertants vrais, soit des revertants 
par deuxieme mutation au site de la mutation directe, soit des revertants par suppresseur 
intragenique, ou suppresseur informationnel ou suppresseur physiologique (s’il en existe un 
potentiel). 

Le revertant Kl-a est aussi [pur + ], ce qui semble indiquer que le suppresseur pourrait etre un 
suppresseur informationnel operant a la fois sur la mutation hisl et la mutation pur~, qui 
seraient alors toutes deux des mutations stop de meme nature (l’effet Wobble n’ayant pas ete 
vu dans les rappels, il n’est pas attendu plus de precision dans la reponse). 

5. On sait, par les conjugaisons interrompues entre K et FI, que la sequence his I + entre a 
i minutes de l’origine de transfert. 

Le croisement entre FI et le revertant Hfr Kl-a permettra d’obtenir des recombinants [his + ] 
a i min de conjugaison si le revertant est un revertant vrai ou un revertant mute au site de la 
mutation directe ou un revertant avec un suppresseur tres proche de celle-ci. Mais si le rever- 
tant est porteur d’un suppresseur eloigne de la mutation directe hisl, il faudra attendre 
1’ entree de ce suppresseur pour avoir des recombinants [his + ], puisque la FI comme la Hfr 
sont porteuses de la meme sequence hisl mutee. 

Comme on obtient des recombinants [his + ] des la minute (i - 6), on peut conclure que le 
revertant K1 est bien porteur d’un suppresseur localise 6 minutes en amont de la mutation 
hisl (dans le sens du transfert) et 6 minutes en aval, sur la carte de coli. 

6. La Hfr Kl-a est porteuse des sequences his I et his2 + , ainsi que du suppresseur de hisl , 
localise six minutes en amont (dans le sens du transfert). 

Si on n’ obtient aucun recombinant avant i minutes, alors que le suppresseur est transfere six 
minutes plus tot, on peut conclure que le suppresseur de his I n’a aucun effet sur his2~, ce 
qui est coherent avec l’hypothese d’un suppresseur informationnel, dont on sait qu’il est 
allele specifique ( hisl ~ et pas his2~) et gene non specifique (his I et thr ). 

On peut en conclure que : 

- soit la mutation his2~ n’est pas une mutation stop; 

- soit, eventuellement, qu’elle est une mutation stop differente de hisl et ne pouvant pas 
etre corrigee par le suppresseur de hisl ; 

- soit qu’elle est une mutation stop identique a hisl~, mais que l’acide amine, apporte par 
l’ARN-t suppresseur, ne restaure pas la fonctionnalite de la chaine peptidique, 

Il faut done attendre i minutes pour que le transfert de la sequence his2 + de la Hfr Kl-a puisse 
permettre l’obtention de recombinants [his + ]. 
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Probleme 12.4 

On dispose, chez E. coll, d’une souche Hfr, porteuse d’une mutation galUl 
la rendant sensible au galactose. Ce mutant, dont le phenotype est note 
[Gal s ], est tue sur milieu complet additionne de galactose parce qu’il accu- 
mule des quantites toxiques d’UDP-Gal et d’UDP-Glu. On doit done lui 
fournir une autre source de carbone dont la voie de metabolisation evite 
une telle accumulation. Le phenotype sauvage est resistant au galactose et 
est note [Gal R ], 

Apres culture de ce mutant Hfr galUl, on a fait des etalements sur un 
milieu complet additionne de Galactose, et on a obtenu quelques colonies 
a l’origine de souches R, dont se propose de faire l’analyse genetique. 

1 . Quel est le phenotype de telles souches ? Leur genotype ? 

2. On croise les diverses souches R avec la souche S ( F~\ galUl, str r ), oil 
str r e st une mutation de resistance a la streptomycine et, selon un protocole 
de conjugaison interrompue, on effectue des prelevements pour tester la 
presence de recombinants [Gal R ], 

Selon la souche R utilisee, le temps minimal de croisement pour obtenir 
des recombinants sur une boite d’etalement est different, ce qui permet de 
definir trois types de souches : 

- les souches de type Rl, pour lequel ce temps est de 2 minutes; 

- les souches de type R2, pour lequel il est de 25 minutes; 

- les souches de type R3, pour lequel il est de 45 minutes. 

La conjugaison interrompue entre une Hfr sauvage (de meme origine de 
transfert que la Hfr galUl) et la souche S donne des colonies sur le milieu 
d’etalement a 25 minutes. 

a. Quel est le milieu d’etalement permettant d’identifier les recombi- 
nants [Gal R ] ? 

b. Proposez un genotype pour chacun des types de souches Rl, R2 et R3. 

3. On dispose de plasmides porteurs d’un gene de resistance a la kanamy- 
cine ( kan R ) et d’un des genes de l’operon galactose gouvernant la metabo- 
lisation du galactose, dont on rappelle ci-dessous la sequence : 


galK 


galT 


galE 


Galactose * Gall-P * UDP-Gal * UDP-Glu 

Ces plasmides sont denommes p galE, p galK et p galT, selon le gene de 
l’operon gal qui y est clone (le gene clone est fonctionnel) ; un quatrieme 
plasmide, note pgalEKT est porteur de la totalite de l’operon. On trans- 
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forme, par ces plasmides, trois souches de type R3, nommees R3-1, R3-2 
et R3-3, et on selectionne les transformants [kan R ] que l’on teste pour leur 
sensibilite an galactose (tabl. 12.3). 

Tableau 12.3 Phenotype de sensibilite (S) ou de resistance (R) 

DE CHACUNE DES TROIS SOUCHES R3-1, R3-2 OU R3-3 APRES TRANSFORMATION 
PAR UN DES QUATRE PLASMIDES PG ALE, PGALK, PGALT OU PGALEKT. 


Souche 

transformee 

pgalE 

p galK 

p galT 

pgalEKT 

R3-1 

R 

R 

S 

S 

R3-2 

R 

S 

R 

S 

R3-3 

R 

R 

R 

S 


a. Quelle fonction peut etre affectee dans chacune des souches de type R3-1, 
R3-2 et R3-3 ? Justifiez votre reponse en precisant la cause du phenotype 
de resistance au galactose et de restauration du phenotype sensible chez les 
transformees. 

b. La souche R3-3 est transformee avec un plasmide porteur d’un gene de 
resistance au chloramphenicol ( Cm R ) et d’un suppresseur d’ambre, les 
transformants [Cm R ] sont [Gal s ], 

Donnez une interpretation genetique et moleculaire coherente des deux 
observations concernant cette souche R3-3, sachant, par ailleurs, que le 
gene galE est le premier des genes transcris de l’operon galactose. 

4. Sachant que la metabolisation du galactose comme source de carbone 
est inductible par le galactose lui-meme, a quels types de mutants pour- 
raient correspondre les souches de type R1 ? Quelle est la localisation de 
l’operon galactose ? 

5. Quel test genetique simple (aucune « cuisine » n’est demandee) devrait 
permettre de choisir entre les deux hypotheses formulees precedemment ? 

>• Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 7 et 9. 

Adapte d’un sujet d’examen de J.-C. Liebart (Paris VI). 

Solution 

1 . Les souches R sont de phenotype [gal R ] et sont des revertants, soit des revertants vrais, 
soit, plus probablement, des revertants ou la mutation directe (originelle) voit son effet 
supprime par celui d’une nouvelle mutation a effet suppresseur, nominee su“ (pour suppres- 
seur actif, P allele sauvage etant note su')\ la mutation su a peut etre intra ou extragenique par 
rapport a la mutation directe. Le genotype du revertant peut done etre gcilUl + ou ( galUl ; su a ). 

2. a On etale sur milieu complet additionne de galactose (selection de recombinant resis- 
tants) + streptomycine (contre selection des donatrices). 

2. b Le croisement entre la Hfr sauvage et la receptrice galUl permet de localiser la muta- 
tion galUl a 25 min de conjugaison. 
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La Hfr revertante Rl, apres 2 min de conjugaison, donne a la receptrice galUl une sequence 
lui conferant le phenotype [gal R ]; elle possede done a cet endroit, eloigne de galUl de 
23 min (done extragenique), une mutation suppresseur. 

De la meme facon, la revertante R3 possede un suppresseur localise a 45 min de l’origine de 
transfert. 

La revertante R2 confere a la receptrice S {galUl) un phenotype [gal R ] en lui transferant une 
sequence localisee a 25 min, comme galUl. Du fait de la grossierete de la cartographie, par 
conjugaison il est impossible de savoir si R2 est un revertant vrai ou un revertant par suppres- 
seur intra ou meme extragenique, 

Remarque. La mise en evidence d’un suppresseur, en genetique eucaryote, est entre- 
prise par F etude de la meiose chez le diploi'de issu du croisement entre le revertant et 
la souche sauvage, afin d’isoler d’eventuels gametes recombinants, ou la mutation 
directe aurait ete separee de son suppresseur (chapitre 7, page 174). 

En genetique bacterienne, ou il n’y a ni diplo'fde ni meiose, on croise le revertant Hfr 
avec une receptrice mutee au meme site de mutation directe que la Hfr, a partir de 
laquelle on a isole les revertants ; un eventuel suppresseur sera mis en evidence par 
cartographie puisque e’est la seule sequence de la Hfr revertante pouvant donner des 
receptrices sauvages par conjugaison. La seule ambiguite demeurera pour le cas ou la 
sequence Hfr, donnant des recombinants sauvages, serait localisee tres pres de la 
mutation directe. 

3. a Le plasmide p galT apporte un gene actif galT au revertant R3-1, ce qui le rend [gal s ], 
alors que l’apport de galE ou galK ne changent pas son phenotype [gal R ] . 11 est facile de 
conclure que R3 est un revertant [gal R ] par mutation dans son gene galT. \ ce qui entraine 
l’impossibilite de transformer Gal-lP en UDP-Gal, d’ou le phenotype [gal R ] . Le pheno- 
type [gal s ] mutant est restaure par l’apport plasmidique de galT. Bien evidemment, Fapport 
de tout l’operon a le meme effet que l’apport de gal uniquement. 

De la meme fagon, on peut conclure que le revertant R3-2 est mute dans gal K : l’apport de 
galK restaure le phenotype mute [gal s ] en permettant a la transformee de phosphoryler le 
galactose en Gall-P. 

Le revertant R3-3 est mute dans l’operon gal puisque le plasmide p galEKT restaure la sensi- 
bilite, mais n’est pas mute dans un seul gene de cet operon puisqu’aucun des trois genes 
apporte isolement ne restaure la sensibilite; R3-3 est mute au moins dans le gene GalT et le 
gene galK ou galE de l’operon puisque la resistance suppose Fabsence d’UDP-Gal, et que la 
resistance n’est restauree qu’avec Fapport de ces deux genes. 

La mutation peut etre unique s’il s’agit d’une deletion chevauchant ces deux genes. 

Remarque. On a ici un exemple typique de suppresseur physiologique. La perte de 
fonction d’un gene galK ou galT empeche certes toute croissance sur galactose mais 
a, en contre-partie, F effet positif de sauver les mutants galUl de la toxicite du galac- 
tose. Ces mutants peuvent pousser, pour peu qu’ils trouvent dans le milieu une autre 
source de carbone. 

Aussi il convient toujours de se mefier des jugements hatifs qui consisteraient a consi- 
derer qu’une perte de fonction ne peut avoir qu’un effet negatif. .. La consequence 
positive ou negative de F effet d’une mutation ne peut se juger qu’en fonction du 
contexte genetique et du milieu ! 
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3. b Les transformants [Cm R ] ont acquis le plasmide porteur du suppresseur d’ambre et 
retrouvent la sensibilite. Celle-ci ne peut resulter que de Taction du suppresseur d’ambre, ce 
qui prouve que Toperon gal du revertant n’est pas mute par deletion mais par mutation ambre 
(non- sens UAG). 

Comme au moins deux fonctions (galK et galT ou galT et galE) sont absentes chez le rever- 
tant R3, peut-on supposer que les deux genes soient mutes par un stop UAG ? La probability 
d’un tel evenement quadruple, deux mutations independantes et de meme nature UAG, est 
trop faible pour qu’une telle hypothese puisse etre credible. 

L’indication de Tordre des genes permet de faire une autre hypothese plus credible car 
supposant que le revertant R3-3 serait porteur d’une seule mutation UAG, dans un seul gene, 
avec un effet polaire bloquant T expression des genes en aval. 

En effet, chez la bacterie, la traduction etant couplee a la transcription, T arret de la traduction 
sur une longueur suffisante de T ARN-m entraine T arret de la transcription, dont la poursuite 
depend de fagon critique de Toccupation de TARN par des ribosomes. 

On peut done considerer que R3-3 peut etre porteur d’une mutation ambre soit dans le 
gene galE (les genes galE, galT et galK ne sont pas exprimes), soit dans le gene T (les genes 
galT et galK ne sont pas exprimes). 

4. L’operon galactose touche dans les revertants de type R3 est localise a 45 min de Torigine 
de transfert; les revertants de type R1 ne sont done pas touches dans Toperon galactose mais 
pourraient etre touches dans un gene de regulation de cet operon : 

- soit par perte de fonction, s’il s’agit d’un activateur, T absence de transcription de Toperon 
gal conduisant au phenotype de resistance ; 

- soit par une mutation d’incapacite de lier le galactose (dont le role est inducteur) s’il s’agit 
d’un represseur. On aurait alors un mutant surreprime conduisant au phenotype de 
resistance. 

Ce type de mutation correspond aux mutations I s du gene I du represseur regulant la trans- 
cription de Toperon lactose. 

5. On sait qu’une mutation de perte de fonction dans le gene d’un activateur aurait un effet 
« recessif » par rapport a son allele sauvage, tandis qu’une mutation de suppression (de 
type I s ) a un effet dominant sur celui de sa sequence sauvage. On peut envisager, pour depar- 
tager les deux hypotheses, de realiser un tel test de dominance en observant le phenotype 
d’un diploide partiel obtenu chez R1 apres transformation avec un plasmide ou un episome 
(sexduction) apportant la sequence sauvage localisee autour des 2 min de conjugaison. 

Probleme 12.5 

L’operon galactose est constitue de trois genes galE, galT et galK, trans- 
crits dans cet ordre, et codant respectivement pour une epimerase, une 
transferase et une kinase, dans la chame metabolique suivante : 

Galactose ► Galactose-1 P ► UDP-Galactose ► UDP-Glucose 


galK 


galT 


galE 


On dispose d’une souche HfrA de coll, rnutee dans le gene galE de 
Toperon galactose (fig. 12.5), et sauvage pour Toperon lactose. 
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Etalee sur milieu complet additionne de galactose (contenant une autre 
source de carbone), la souche A ne peut pousser en raison de l’accumula- 
tion d’UDP-galactose toxique pour la cellule; elle est done sensible au 
galactose, phenotype note [Gal s ], 

1 . La souche A, etalee sur milieu complet additionne de lactose, se revele 
incapable d’y pousser. Interpretez ce resultat compte tenu de vos connais- 
sances en genetique et en metabolisme. 

2. On etale une quantite importante de bacteries A issues d’une culture 
fraiche sur des boites de milieu complet additionne de galactose (avec une 
autre source de carbone), quelques colonies apparaissent, notee Al, A2, 
etc. Interpretez ce resultat (plusieurs solutions possibles) en justifiant vos 
reponses. Ces colonies seraient-elles capables de pousser en presence de 
lactose ? 



3 . Parallelement, on etale une quantite importante de bacteries A issues 
d’une culture fraiche sur des boites de milieu complet additionne de 
lactose, quelques colonies apparaissent, notees Aa, Ab, etc. Ces colonies 
sont en quantite significativement superieure au nombre de colonies Al, 
A2, . . . , obtenues sur milieu complet additionne de galactose. Donnez une 
interpretation qualitative et quantitative precise et justifiee de ce resultat 
(plusieurs solutions possibles). Ces colonies seraient-elles capables de 
pousser en presence de galactose ? 

4 . On conjugue des bacteries des colonies Al, A2, et A3 avec une souche 
(F~ galE~\ str R ), porteuse de la meme mutation galE que la HfrA, et d’une 
mutation de resistance a la streptomycine. Puis on effectue des etalements 
toutes les minutes sur un milieu complet additionne de galactose et de 
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streptomycine, des colonies apparaissent a part i r de la 24 e minute. Inter- 
pretez ce resultat apres avoir justifie le protocole. 

5. On conjugue des bacteries des colonies Aa, Ab, et Ac avec la souche 
( F~ galE~\ str R ), porteuse de la meme mutation galE que la HfrA et d’une 
mutation de resistance a la streptomycine. Puis on effectue des etalements 
toutes les minutes sur un milieu complet additionne de lactose et de 
streptomycine : 

- dans la conjugaison avec la HfrAa des colonies apparaissent a part i r de 
la 24 e minute ; 

- dans la conjugaison avec la HfrAb des colonies apparaissent a partir de 
la 33 e minute; 

- dans la conjugaison avec la HfrAc des colonies apparaissent a partir de 
la 12 e minute. 

Interpretez ce resultat et montrez sa coherence avec 1’ interpretation de 
ceux de la question 3. 

>• Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 7 et 9. 

Adapte d’un sujet d’examen de J.-C. Liebart (Paris VI). 

Solution 

1. Le gene Z de l’operon lactose code pour la (3-galactosidase capable de diver le lactose en 
glucose et galactose; de ce fait la souche A va accumuler de l’UDP-Gal forme a partir du 
galactose issu du lactose, ce qui conduira a la letalite. 

Les mutants galL sont done de double phenotype [Gal s , Lac s ], les mutations galE ont un 
effet pleiotrope du fait de 1’ interconnexion entre le metabolisme du galactose et celui du 
lactose. 

2. Ce sont des revertants, insensibles au galactose IGal R ], ce qui ne signifie nullement qu’ils 
peuvent metaboliser ce sucre. Ils peuvent, par exemple, etre [Gah] par mutation dans le 
gene galT, ce qui les rend insensibles au galactose puisqu’ils ne peuvent former d’UDP-Gal. 
Comme pour tout revertant, plusieurs interpretations fonctionnelles sont possibles : revertant 
vrai, suppresseur extragenique (par exemple, de non-sens), suppresseur intragenique (par 
exemple, de decalage du cadre), deuxieme mutation au site de la premiere, ou suppresseur 
physiologique dont P effet metabolique abolit 1’ effet de la mutation originelle; e’est le cas de 
mutants galT ou galK ou la formation d’UDP-Gal est bloquee. 

Ces colonies Al, A2, sont a priori capables de pousser en presence de lactose puisqu’elles 
sont devenues insensibles au galactose; le phenotype de sensibilite au lactose etant une 
consequence secondaire de la sensibilite au galactose. 

3. Ce sont des revertants [Lac R ], insensibles au lactose. II y a parmi eux tous les rever- 
tants [Gal R ] qui, de ce fait, deviennent aussi [Lac R ], mais il y a egalement des mutants [Lac - ], 
par mutation dans Z, qui deviennent insensibles au lactose puisqu’ils ne peuvent le metabo- 
liser et faire apparaitre le galactose permettant l’accumulation d’UDP-Gal. 

Non seulement, sur milieu lactose, le nombre de cibles mutables pour avoir des revertants 
[Gal R ] est plus grand, mais certaines cibles sont aussi plus « faciles » a muter car correspon- 
dant a des pertes de fonction, comme Z - ; e’est pourquoi on obtient plus de colonies rever- 
tantes sur ce milieu. Evidemment les colonies Aa, Ab qui sont [lac - ] ne peuvent pas pousser 
sur galactose car elles ne sont [gal R ] qu’en raison de l’incapacite de le former a partir de 
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lactose, mais demeurent [gal s ] en milieu avec galactose; le crible de selection ayant ici isole 
des revertants sur l’effet second et non sur l’effet primaire de la mutation gcilE~. 

4 . Al, A2, A3 sont des revertants porteurs d’une sequence donnant la resistance au galactose 
a 24 min de conjugaison, soit dans la region de l’operon galE TK (41 - 17 = 24 min !), ce 
sont done soit des revertants vrais, soit des revertants par suppresseur intragenique dans galE, 
soit des mutants galT - ou galK . suppresseurs physiologiques de galE (voir probleme 12.4). 

5 . Ce resultat illustre bien ce qui a ete vu dans la question 3. On a des revertants dans la 
region gal, resistants au galactose et au lactose, et des revertants du type Hfrb, mutes dans la 
region de l’operon lacIZYA, sans doute Z , de phenotype [lac - ] et, de ce fait, [Gal R ], 

Quant aux revertants de type Hfrc, ils sont porteurs d’un suppresseur de galE a 41 - 12 
= 29 min, done hors de l’operon galE TK, ce qui laisse supposer que la mutation galE est 
d’un type admettant un autre suppresseur que les deux suppresseurs physiologiques possi- 
bles, galT et galK , un troisieme suppresseur, physiologique ou informationnel. 


Probleme 12.6 

Chez E. coll , la biosynthese de la lysine passe par l’acide diaminopime- 
lique (DAP), acide amine indispensable a la constitution de la paroi 
bacterienne ; les mutants DAP - sont letaux et ne peuvent pousser que sur 
un milieu additionne de DAP. 

1. Proposez un protocole de selection de mutants DAP - . 

2 . Un chercheur a obtenu de nombreux mutants DAP - , mais aucun n’a ete 
obtenu dans la derniere etape de sa biosynthese, une transformation entre 
l’isomere LL-Dap et l’isomere meso-DAP. 

Pouvez-vous proposer quatre possibilities d’explication a priori de cette 
absence de mutants ? 

3 . Les collegues biochimistes de ce chercheur lui revelent l’existence de 
l’activite DAP-isomerase catalysant cette reaction et le moyen de la 
doser dans des extraits acellulaires. Le chercheur se procure une banque 
plasmidique sauvage de E. coli, constitute de boites de colonies bacte- 
riennes transformees par un plasmide pUN121 recombinant, porteur 
d’un fragment d’ADN, issu d’une digestion partielle du genome sauvage 
de coli. 

II met 300 clones en culture liquide, puis dose l’isomerase dans les 
300 extraits acellulaires. Trois colonies presentent une activite speci- 
ftque trois fois superieure a celle des autres colonies ou de la souche 
sauvage. Detaillez les diverses interpretations genetiques possibles de ce 
resultat. 

4 . Le chercheur etablit la carte de restriction des trois plasmides extraits de 
ces trois colonies et nornmes pDFl, pDF2 et pDF3 (fig. 12.6). 

Qu’en conclut-il, d’un point de vue fonctionnel et cartographique ? 
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Figure 12.6 Carte de restriction des plasmides pDFI, pDF2, pDF3 (de bas en haut). 
Les sites sont figures ainsi : BamH 1 (trait fin), Hind III (trait epais) et Sal 1 
(fleche), pUN121 correspond a la sequence du plasmide d'origine. 

5. Un transposon contenant le gene de resistance au chloramphenicol ( Cm R ) 
est insere entre le site Sal 1 et le site Hind III du troisieme plasmide, note 
alors pDF3/Cm. 

Apres transformation de bacteries sauvages, les bacteries resistantes au 
chloramphenicol presentent une activite specifique en isomerase egale a 
celle d’une souche sauvage. Qu’en conclut notre chercheur ? 

6. II linearise le plasmide pDF3/Cm au site Sal 1 et transforme une souche 
de coli, acceptant la transformation par de l’ADN lineaire. Sur quel milieu 
se prepare-t-il a recuperer des transformants [Cm R ] ? 

7. Notre chercheur finit par mettre en evidence ce qu’il cherchait ; les trans- 
formants [Cm R ] poussent sur une replique sur Mo + chloramphenicol ! 
Qu’en conclut-t-il ? 

8. Puis il prepare sur ces transformants [Cm R ] un stock de phages PI afm 
de transduire quatre Hfr (H, B7, KL14 et PK19, fig. 12.7) en selectionnant 
pour la resistance au chloramphenicol. 

Ces quatre Hfr sont mises a conjuguer avec une souche F~ resistante a la 
streptomycine, pendant 20 minutes avant interruption de la conjugaison et 
etalement sur milieu complet + chloramphenicol + streptomycine. Seule la 
conjugaison avec la Hfr KL14 donne des colonies sur la boite d’ etalement. 
Quelle est sa conclusion ? 



Figure 12.7 Origine sur la carte de coli 
et sens de transfert pour les quatre Hfr utilisees. 
(0/100 : origine de la carte standard, sens horaire). 
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9. Profitant de l’abondance de son stock de phage transducteurs PI, le 
chercheur transduit trois souches mutees respectivement dans le gene ilvA 
(auxotrophe pour la valine et l’isoleucine), le gene rha (incapacity d’utiliser 
le rhaminose) et le gene argE (auxotrophe pour V arginine). 

Que cherche-t-il ? Sur quels milieux va-t-il deposer ses cultures ? 

10. II teste les transductants obtenus pour leur resistance au chloramphe- 
nicol et trouve que 30 % des transductants issus de la souche ilvA sont 
resistants et qu’aucuns ne le sont pas parmi les transductants [arg + ] ou 
[rha + ] . Que conclut-il ? 

11. Le chercheur a-t-il fini par choisir parmi les quatre possibilites qu’il 
s’etait donne au depart. Pouvait-il esperer obtenir des mutants par le crible 
propose a la question 1 ? Pourquoi ? Ne vient-il pas de vous proposer un 
crible adapte a ce type de mutants ? 

12. Comment feriez-vous pour obtenir les autres mutants DAP - , sachant 
que le temps vous est compte ? 

>- Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitres 7 et 9. 

Adapte d’un sujet d’examen de J.-C. Liebart (Paris VI). 


Solution 


1 . On doit considerer un protocole en trois etapes : 

- mutagenese d’une culture en milieu supplement^ en DAP afin de permettre la multiplica- 
tion de mutants eventuels ; 

- enrichissement en milieu complet (mais sans DAP) avec penicilline, afin de tuer les DAP + 
et de preserver les DAP - qui restent en phase stationnaire et voient leur frequence relative 
augmenter, ce qui diminue le nombre de boites necessaries a l’etape suivante; 

- crible negatif en deux temps des mutants DAP, par etalement sur milieu supplement^ en 
DAP et replique des colonies sur milieu non supplement^ et identification sur la boite mere 
des mutants DAP n’ayant pas pousse sur la replique. 

2. Les quatre explications sont : 

- hypothese 1. Equilibre chimique ne necessitant pas d’isomerase (cas connu, aD et (3D 
glucose) ; 

- hypothese 2. Isomerase necessaire mais plusieurs isozymes existent, codee chacune par un 
gene different ; la probability de toucher simultanement tous ces genes est nulle ; 

- hypothese 3. Isomerase necessaire et unique mais indispensable dans une autre voie, la 
mutation est alors letale car l’apport de DAP ne permet pas a cette autre voie de 
fonctionner ; 


- hypothese 4. Mutagenese et nombre de mutants cribles insuffisants (ce qu’on ne peut 
jamais exclure a priori). 

3. L’ activite isomerase existe et est dosable, ce qui exclut l’hypothese 1. 


La banque plasmidique renfermant des fragments de digestion partielle est susceptible de 
contenir une copie fonctionnelle de tous les genes, y compris ceux renfermant un ou 
plusieurs sites de restriction pour l’enzyme utilisee. 
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Les plasmides etant en general presents en plusieurs copies dans la cellule, les trois clones 
identifies par la surproduction d’isomerase sont susceptibles de renfermer la sequence du (ou 
d’un) gene DAP. 

Mais on pourrait aussi imaginer que le gene clone est celui d’un activateur du (d’un) 
gene DAP et que la surproduction de cet activateur permet la surproduction de P enzyme. 

4 . L’alignement des cartes de restriction indique que les trois plasmides clones semblent 
porter une meme sequence dans leur partie commune BBSHB, contenant au moins un 
gene DAP. Mais cela ne permet pas de savoir s’il existe un seul ou plusieurs genes DAP, aussi 
bien dans le genome que dans la sequence donee, et si ce gene DAP est un gene de structure 
de P enzyme ou un gene regulateur. 

5 . Les bacteries resistantes ont acquis le plasmide recombinant pDF3/C/n. 

L’activite isomerase residuelle etant celle d’un sauvage non transforme, on peut conclure 
qu’elle resulte de 1’ expression du chromosome et non de celle du plasmide, car il y aurait 
alors surexpression. L’ absence de surproduction d’isomerase prouve que le plasmide pDF3 
n’etait porteur que d’un seul transgene et que celui-ci a ete inactive par Finsertion du trans- 
poson (apportant la resistance). 

Remarque. Le transposon est employe comme agent mutagene, et le gene de resis- 
tance dont il est porteur est utilise comme marqueur de selection des transformants. 

Mais ce resultat ne permet pas de statuer sur la fonction du transgene clone dans 
pDF3, gene DAP de structure ou gene regulateur. 

6. La linearisation du plasmide lui fait perdre le statut de replicon et les bacteries qui, apres 
transformation, sont de phenotype [Cm R ] ont obligatoirement integre le transposon et ses 
sequences adjacentes dans son ADN chromosomique. 

On sait que P integration d’une molecule d’ ADN lineaire est ciblee par recombinaison homo- 
logue avec les sequences homologues d’une de ses extremites. La linearisation au site Sal 1 
cible P insertion de l’ADN plasmidique dans le gene DAP clone dans pDF3 (ou le gene de 
Pactivateur !) qui sera alors inactive (fig. 12.3 ou 12.14). 

Comme Pune des hypotheses a l’absence de mutants DAP est que P inactivation de ce gene 
pourrait etre letale, le milieu de selection des transformants doit contenir du DAP et du chlo- 
ramphenicol (pour la selection des recombinants d’insertion). 

7 . Si le recombinant pousse sans apport de DAP, c’est qu’il est capable d’en produire, malgre 
Pinactivation du gene clone dans pDF3. Cette perte de fonction n’est done pas letale, ce qui 
exclut a present l’hypothese 3. Plusieurs genes redondants ayant meme fonction isomerase, 
l’hypothese 2 semble la plus coherente (a moins qu’il y ait plusieurs activateurs differents 
mais isoactifs, cas peu vraisemblable). 

De ce fait, l’hypothese 4 est exclue, il etait impossible, avec le crible utilise, d’obtenir un 
mutant DAP, car il aurait fallu simultanement et independamment toucher plusieurs genes, 
evenement de probability nulle. 

8. On selectionne des recombinants [Cm R ] sachant que la sequence de resistance est inseree 
dans un gene DAP. En localisant la sequence de resistance dans les 20 minutes apres 
l’origine de transfert de KL14, soit entre 67 et 87 min, on localise en meme temps ce 
gene DAP. 


Remarque. Le gene de selection du plasmide et des mutants d’ inactivation sert aussi 
de marqueur de cartographie. 
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9 . Les marqueurs d’auxotrophie choisis sont evidemment dans la zone 67-87 min et on 
cherche a localiser plus finement le gene DAP en mettant en evidence une eventuelle 
cotransduction entre DAP, c’est-a-dire le phenotype [Cm R ], et l’une des sequences sauvages 
ilv + , rha + ou arg + . 

Les milieux d’etalement contiendront, selon les cas, de la valine, de l’isoleucine (recombi- 
nants arg + ), de P arginine (recombinants ilv + ) ou de la valine, de l’isoleucine, de l’arginine et 
du rhamnose (recombinants rha + ). 

La resistance pour le chloramphenicol, c’est-a-dire la cotransduction du gene DAP, sera 
testee par replique sur un meme milieu additionne de l’antibiotique. 

Remarque. On aurait pu imaginer tester directement la croissance sur ces trois 
milieux en presence de chloramphenicol, mais l’absence de colonies aurait pu etre 
alors interpretee soit comme F absence de cotransduction, soit comme une erreur de 
Fexperimentateur dans la realisation du protocole de transduction. L’etalement sur 
une premiere boite, en fournissant des colonies, prouve que Fexperimentateur a 
convenablement travaille et exclut toute ambiguite dans F interpretation d’un resultat 
negatif sur la replique. 

10. Le gene DAP est cotransduit (30 %) avec le gene ilvA, ce qui permet, connaissant la carte 
de coli, une localisation assez fine, 

11. Si une fonction biologique est assuree par des genes redondants (comme DAP ici), il est 
impossible d’avoir des mutants dont le phenotype differe de sauvage par Fabsence de cette 
fonction car on ne peut obtenir, par une seule mutagenese, des mutants de tous ces genes a la 
fois, mutants qui seraient par ailleurs letaux; quant aux mutants simples, ils gardent un 
phenotype sauvage ! 

L’astuce reside ici dans le detour qui consiste a cloner Fun de ces genes dans un vecteur 
d’expression, en selectionnant un clone surproducteur de Factivite, puis en inactivant le gene 
clone et en ciblant F integration du vecteur de clonage dans le gene chromosomique, le 
recombinant etant identifiable par un gene de selection positive (ici la resistance au chloram- 
phenicol). On obtient alors un mutant du gene, ce qui etait impossible par mutagenese 
directe, 

12. Ce protocole est assez long, notamment le dosage de la banque genomique, or on peut 
imaginer que les autres genes DAP ont une assez bonne homologie avec celui clone dans 
pDF3. 

On peut alors envisager d’utiliser la sequence de ce gene DAP comme sonde pour trier une 
banque d’ADN genomique. Les clones ainsi identifies peuvent etre sequences (operation 
facile et rapide aujourd’hui) afin de comparer les sequences avec DAP. 

La localisation genomique des sequences identifiees peut suivre le meme protocole. 

Probleme 12.7 

On connait chez coli deux activites superoxydes dismutases (sod A et sodB) 
dont la fonction est de reduire les radicaux peroxydiques tres pathogenes 
pour l’integrite cellulaire, voire letaux. L’activite sodA fonctionne en 
presence de Mn ++ et l’activite sodB, en presence de Fe ++ . 

Le dosage simultane des deux activites peut etre realise in situ sur un gel 
d’agarose, apres electrophorese d’un extrait proteique acellulaire (fig. 12.8, 
premiere piste). 
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1. II a ete impossible d’obtenir des mutants deficients dans I’une ou l’autre 
de ces deux activites. 

Avez-vous une explication simple ? Dites pourquoi il est, des lors, impos- 
sible de localiser les genes codant ces deux activites. 


Extraits proteiques des souches 
A A1 A2 A3 



Figure 12.8 Dosage in situ de I'activite superoxyde dismutase A & B, 
I'activite NADH-dehydrogenase est constitutive. 



Figure 12.9 Le plasmide pCOS contient un site unique BamHI 
encadre de deux sites EcoRI, et un gene de resistance a I'ampicilline. 

2. On digere partiellement l’ADN d’une souche sauvage de coli par 
l’enzyme BamHI et on recupere, apres electroelution sur un gel d’electro- 
phorese, les fragments compris entre 33 et 49 Kb, afin de construire des 
cosmides recombinants avec le cosmide pCOS (fig. 12.9). Ces cosmides, 
empaquetes in vitro, permettent de transformer une souche receptrice A de 
phenotype [F _ ; leu ; str R , recA - ], etalee sur milieu complet avec ampicilline. 

NB : Un cosmide est un plasmide porteur des sequences terminales 
« COS » du genome du phage A,. On peut y integrer des fragments d’ADN 
assez longs et proceder a un encapsidage in vitro permettant alors la pene- 
tration du cosmide dans une bacterie via la capside. Une fois entre le 
cosmide se recircularise grace aux sequences COS et se comporte comme 
un plasmide, avec, en general plusieurs copies par cellules. 
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Les colonies isolees sont reprises une a une et raises en minicultures; puis, 
apres lyse et extraction proteique, on procede a une electrophorese suivie 
d’une revelation in situ de l’activite superoxyde dismutase, dont les resul- 
tats sont rapportes pour trois transformants omp R , norames Al, A2 et A3 
(fig. 12.8, pistes 2, 3 et 4). Par ailleurs, le transformant A3 presente aussi 
un phenotype [leu + ], 

a. Quel est le but de ce protocole ? Justifiez son choix, ainsi que le pheno- 
type recA~ de la receptrice. 

b. Interpretez les observations electrophoretiques. Le transformant Al est- 
il interessant ? 

3. La carte de restriction du fragment clone dans pC0S3 (cosmide de A3) 
ne se supeipose a aucune sous-partie de la carte de restriction de la region 
sauvage contenue dans l’episome F' 1 (fig. 12.11). 

De plus, la transduction d’une souche A' de phenotype [F - ; leu - ; str R , 
recA + ], par un lysat de PI transducteur, prepare a partir de A3, se revele 
incapable de produire des recombinants [leu + ], 

Que peut-on en conclure, sur le plan cartographique et fonctionnel, pour la 
region donee dans pC0S3, compte tenu du phenotype du transformant A3 ? 
Justifiez vos reponses, en expliquant clairement l’echec de la transduction. 

4. Le fragment clone dans le plasmide pC0S2 (cosmide de A2) est 
decoupe par ZJcoRl en petits sous-fragments. L’un d’eux, note cos2, clone 
dans un plasmide multicopies, confere un accroissement considerable de 
l’activite sodA aux bacteries transformees par ce plasmide. 

a. On etablit alors le protocole suivant : 

- Le petit fragment cos2 est isole et clone dans un phage fos (fig. 12.10) 
pour obtenir le phage recombinant nomrne Xts/cos2. 


EcoRI 



/ 

\ 


Ms 

attP 

int 

Cf s 


Ms/cos2 



cos2 


C/ fe 



Figure 12.10 Le phage Mts recombinant, nomme A,ts/cos2, 
est obtenu par integration du fragment cos2 a la place du fragment fcoRI de Mts 
contenant attP, le site d'integration specifique entre gal et bio, 
et le gene int de I'integrase. 

NB : Le phage Lts est porteur d’une mutation CI ts , mutation thermo- 
sensible du gene Cl entramant l’induction lytique chez les bacteries lyso- 
genes, des qu’elles sont cultivees a 42 °C. 
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Cl, le represseur de X, permet le maintien de la lysogenie, il est clive par le 
produit du gene recA dont la synthese est induite par les UV ; de ce fait, le 
maintien de la lysogenie n’est plus possible et la bacterie lysogene passe 
en cycle lytique. 

Le passage de 37 °C a 42 °C a le meme effet, dans des bacteries lysogeni- 
sees par Lts, porteur de la mutation CI ts , que l’induction lytique des UV 
chez une bacterie lysogenisee par un K sauvage. 

- Apres empaquetage in vitro du phage Us/cos2, on infecte, avec une 
multiplicity d’infection egale a 0,01, des bacteries d’une souche B, de 
phenotype [F - ; ilv - ; pro - ; tip - ; str R , recA + ], dont les mutations sont 
localisees sur la carte de coli (fig. 12.1 1). 

On observe alors les resultats suivants : 

b. Les bacteries infectees sont diluees et etalees sur boites (MO + ile + val 
+ tip + pro), on observe quelques plages troubles. 

c. Les bacteries presentes dans ces plages troubles sont reisolees en clones 
independants. Plusieurs de ces clones, nomnies Bl, sont mis en culture a 
37 °C, puis passes a 42 °C, on observe une induction lytique avec produc- 
tion de particules phagiques. 

d. On effectue un dosage de sodA dans un extrait proteique de B 1, la dose 
est double de celle presente chez la SSR (le dosage precis realise chez le 
transformant A2 avait donne une valeur quatre fois superieure). 

Inteipretez ces trois resultats (b, c, d) en montrant leur coherence avec le 
protocole suivi (a) dont vous justifierez, brievement, les etapes et concluez. 

5. Quatre conjugaisons, interrompues apres 40 min, sont realisees en 
parallele entre des bacteries d’une colonie Bl et une des quatre Hfr de 
phenotype sauvage (fig. 12.11). On etale les conjugants sur un milieu MO 
additionne de certains acides amines et de str (tabl. 12.4, colonne 2). 

Les colonies ainsi obtenues sont repiquees sur un meme milieu, a 37 °C et 
a 42 °C afm de tester leur capacite de pousser a cette temperature ; le 
tableau 12.4 donne les pourcentages des colonies repiquees poussant 
a 37 °C et a 42 °C. 

Tableau 12.4 Pourcentages des colonies recuperees sur le milieu MO supplements 
CAPABLES DE POUSSER A 37 °C OU 42 °C. 


Croisement 

MO additionne 
de str et de 

Croissance a 37 °C 

Croissance a 42 °C 

Bl x Hfrl 

pro + ile + val 

100 % 

0 % 

Bl x Hfr2 

trp + ile + val 

100 % 

50 % 

Bl x Hfr3 

trp + ile + val 

100 % 

0 % 

Bl x Hfr4 

pro + trp 

100 % 

90 % 
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Figure 12.11 Carte de Coli. 

itv : locus d'un gene dont les mutations entrainent une auxotrophie pour 
I'isoleucine (ile) et la valine (val). pro : locus d'un gene dont les muta- 
tions entrainent une auxotrophie pour la proline (pro), leu : locus du 
gene mute chez A ou A', entrainant une auxotrophie pour la leucine 
(leu), trp : locus d'un gene dont les mutations entrainent une auxotro- 
phie pour le tryptophane (trp). str : locus du gene dont certaines muta- 
tions entrainent uneresistance a la streptomycine. 


Donnez une interpretation cartographique precise et justifiee de ces resul- 
tats, en discutant, notamment, du mecanisme conduisant au phenotype 
capable de pousser a 42 °C, et des differences quantitatives observees (des 
schemas clairs et precis sont demandes). 

6. La meme etude que celle faite pour A2, a ete realisee en parallele pour la 
souche A3 ; elle donne des resultats comparables a toutes les etapes sauf la 
derniere; aucune des colonies recombinantes issues de la conjugaison avec 
l’une des Hfr ne se revele capable de pousser a 42° C. 

Interpretez ce resultat, en montrant sa coherence avec vos conclusions de 
la question 3. 

>- Niveau Licence (L3)/Pre-requis : chapitre 9. 

Adapte d’un sujet d’examen de J.-C. Liebart (Paris VI). 


Solution 

1. Les mutants sont letaux et ne peuvent etre obtenus par un crible direct (probleme 12.6). 
Un gene est le plus souvent identifie par ses mutations et le(s) phenotype(s) mutant(s) qui en 
resulte(nt). Les croisements entre mutants et SSR sont un moyen de cartographier les muta- 
tions et, partant, les genes qui les portent. 
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En 1’ absence de mutants, il est done impossible de cartographier des genes dont on connait 
pourtant l’existence par la mise en evidence des activites enzymatiques qu’ils gouvernent. 

2. a Ne pouvant pas isoler de mutants des genes sodA ou sodB, on se propose de les cloner 
dans un plasmide (ou, ici, un cosmide) et d’identifier les cellules transformees par un plas- 
mide recombinant porteur du gene sodA ou sodB par le fait que ces transformees devraient 
presenter une activite superoxydes dismutase nettement accrue (probleme 12.6). 

NB : Ce protocole n’est done possible que parce qu’on connait la fonction des genes et qu’on 
sait doser leur produit. 

11 est preferable de prendre une receptrice (recA ) afin d’eviter les recombinaisons homolo- 
gues au locus sod, ce qui entrainerait la possibility d’avoir des recombinants sauvages sans 
surexpression; le gene sauvage n’etant plus plasmidique. 

2. b Dans la figure 12.8 l’activite NADH dehydrogenase est un temoin interne permettant de 
juger de la surexpression de F activite sod dans l'extrait proteique. La transformee A1 n’est 
pas une transformee interessante car il n’y a pas de surexpression de F activite sod par rapport 
a l’activite NADH dehydrogenase; en revanche, les transformees A2 et A3 presentent 
respectivement une surexpression de F activite sodA ou sodB par rapport a F activite temoin 
NADH dehydrogenase, et semblent a priori avoir acquis un cosmide porteur du gene sodA 
ou du gene sodB. 

3. Le transformant A3 surexprime le gene sodB et est [leu + ]. Une interpretation possible 
serait de considerer que le gene sodB est proche du gene leu, et que le cosmide contient la 
sequence sauvage de ces deux genes, mais ce n’est pas le cas : 

- en effet, si e’etait le cas, la sequence donee dans pC0S3 aurait une carte de restriction 
identique a la partie de la sequence sauvage de cette region contenue dans F'l (fig. 12. 1 1) ; 

- par ailleurs, le lysat de A3 contiendrait des phages transducteurs porteurs de la sequence 
sauvage leu + (supposee etre donee avec sodB ) et serait capable de transduire cette 
sequence a la receptrice A' afin d’obtenir des transduites [leu + ], ce qui n’est pas, non plus, 
le cas. 

Le gene sodB n’est done pas localise a proximite du gene leu et la sequence donee dans 
pCOS3 contient sans doute, outre le gene sodB, une sequence sauvage dont la surexpression 
a un effet suppresseur sur F effet de la mutation leu de la souche A. 

Le mutant A (leu - ) possede pourtant cette sequence « suppresseur » qui a ete coclonee avec 
sodB dans pC0S3. Mais chez A3, le « suppresseur » est clone dans un vecteur multicopie et 
il est surexprime, il peut avoir alors F effet suppresseur qu’il ne pouvait avoir en simple copie 
chez A. 

4. Le fragment clone dans pCOS2 a une taille comprise entre 33 et 49 Kb, il ne peut done pas 
etre clone dans un phage X. Il est decoupe et sous-clone afin d’isoler le gene sodA dans un 
petit fragment cos2, susceptible d’etre clone dans /as. 

Le clonage de sodA, a la place des sequences d’attachement et de l’integrase, fait perdre au 
phage sa capacite de lysogenie, a moins que le phage ne soit integre au genome bacterien par 
recombinaison homologue au locus du gene sodA (fig. 12.12), ce qui est le but recherche. 

En effet, les plages troubles contiennent des bacteries lysogenes, dont on montre, apres les 
avoir purifiees par reisolement, qu’elles presentent l’induction lytique a 42 °C, caracteris- 
tique du phage mutant Xts utilise. Ce phage est done integre au locus du gene sodA. 

Il est desormais possible de cartographier le gene sodA en cartographiant le locus d’ insertion 
du phage /,ts/cos2 dans la souche Bl, e’est-a-dire en cartographiant la thermosensibilite. 
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L’ integration du phage A,ts/cos2 au locus du gene sodA conduit a la duplication de ce gene 
(fig. 12.12) ce qui explique le doublement de l’activite dans le dosage, alors que la souche A2 
contenait en moyenne trois copies du cosmide, donnant une activite quatre fois superieure. 




sodA 

Xts/cos2 

sodA 



Figure 12.12 Integration du phage Xts/cos2 
par recombinaison homologue au locus du gene sodA. 


5. On selectionne respectivement, a 40 minutes, dans chacun des croisements. les recombi- 
nants [trp + ], [pro + ], [pro + ] et [ilv + ]. Chez chacun de ces recombinants, la sequence residente 
trp , ou pro~, ou ihr a ete remplacee par la sequence sauvage trp + , ou pro + , ou ilv + , transferee 
par la Hfr. 

Par ailleurs, le gene sodA de la Hfr peut etre transfere a la receptrice et y remplacer la copie 
endogene. Cela ne change rien pour l’information genetique contenue dans les copies 
exogene (Hfr) et endogene (receptrice) de sodA qui sont toutes deux sauvages, mais, dans 
cette recombinaison. le gene sodA endogene peut quitter le genome recepteur avec le 
phage Xts qui lui est adjacent et qui ne presente pas de sequence homologue sur le fragment 
de genome venant de la Hfr (fig. 12.13). 

Dans ce cas le recombinant, au locus du gene sodA , ne sera plus lysogene, ce qui se traduira 
par la perte de l’inductibilite lytique a 42 °C et la capacite de croissance a cette temperature. 
Si, de plus, le gene sodA est proche d’un des locus testes pour la prototrophie (pro, ilv 
ou trp), la sequence du gene sodA peut etre cotransferee et corecombinee ; dans ce cas, le 
recombinant sauvage prototrophe aura de fortes chances d’etre, en meme temps, devenu 
thermoresistant (fig. 12.13). 

A l’inverse, si le gene sodA est loin de la sequence recombinante testee (pro, ilv ou trp), le 
phage A,ts/cos2 a tres bien pu, meme si le gene sodA a ete transfere, ne pas avoir ete concerne 
par la recombinaison moleculaire. Bien evidemment, si le gene sodA n’est jamais transfere, 
tous les recombinants prototrophes testes auront garde le phage A,ts/cos2 et seront restes 
thermoinductibles et ne pourront croitre a 42 °C. 

Ainsi, en testant la perte de l’inductibilite lytique (thermosensibilite) chez des recombinants 
prototrophes, en fonction de Forigine de transfert de la Hfr, on peut localiser le phage /.ts/cos2 
et done le gene sodA. 


Les resultats avec les Hfrl ou 3 montrent que le gene sodA n’est jamais cotransmis (100 % 
des recombinants restent thermoinductibles et ne peuvent croitre a 42 °C), ce qui implique 
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Genome recombinant dans 90 % des cas 



sodA 


ilv + 



Figure 12.13 Recombinaison homologue du gene sodA. 

La sequence ilv + exogene de la Hfr remplace la sequence ilv~ endogene et restaure 
la prototrophie chez la recombinante, par un crossing-over a sa droite et un crossing- 
over a sa gauche, soit entre ilv~ et sodA, soit a la gauche de sodA. Si le gene sodA 
exogene est proche de la sequence ilv + , il peut etre corecombine avec /7v+ et rempla- 
cer la sequence sodA endogene, liberant alors la receptrice du phage Xts et de la 
thermoinductibilite associee. 


que le gene sodA ne reside pas entre les sites d’insertion de l’episome de ces deux Hfr (frag- 
ment contenant leu, pro, trp). 

Les resultats avec les Hfr2 ou 4 montrent que le gene sodA est transmis (des recombinants ne 
sont plus thermoinductibles et peuvent croitre a 42 °C), ce qui implique que le gene sodA 
reside entre le site d’insertion de l’episome de la Hfr2 et celui de la Hfrl (fragment conte- 
nant ilv). 

Le pourcentage superieur de recombinants thermoresistants avec la Hfr4, ou on teste les 
recombinants [ilv + ], implique que le gene sodA est tres proche de ilv et qu’il est corecombine 
dans 90 % des cas (voir fig. 12.13 les deux modalites de recombinaison moleculaire condui- 
sant soit a 10 % de thermoinductibles soit a 90 % de thermoresistant parmi les [ilv + ]). 

Avec la Hfr2, le gene sodA est toujours transfere, mais on teste les recombinants [pro + ] qui 
peuvent tres bien ne pas avoir recombine pour la sequence porteuse du gene sodA, ce qui 
explique la diminution de la frequence de thermoresistants parmi les Lpro + ], 

6. Ce resultat implique que le gene sodB est compris entre les sites d’insertion de l’episome 
des Hfr2 et 3 (fragment contenant le locus str). On comprend, des lors, que la carte de restric- 
tion de la sequence pCOS3 n’ait aucun rapport avec celle du fragment de l’episome F' 1. 


Probleme 12.8 

Etude genetique de l’operon tryptophane (premiere partie) 

On dispose : 

- d’une souche HfrH de coli, porteuse, a 23 mn de son origine de transfert, 
d’une mutation, notee put-, responsable d’un phenotype d’auxotrophie 
pour les purines et d’une mutation, notee TR, conferant une resistance a 
un phage T, 
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- d’une souche F - porteuse d’une mutation, notee tyr, responsable d’un 
phenotype d’auxotrophie pour la tyrosine, et d’une mutation, notee strR, 
conferant la resistance a la streptomycine. 

Question 1. 

Les souches H et F sont croisees et on realise un etalement toutes les 
minutes de deux echantillons, apres separation des conjugants, le premier 
sur une boite de milieu Mo + pur + tyr + phage T + str, le deuxieme sur une 
boite de milieu Mo + pur + str. 

a. des colonies apparaissent sur le premier milieu a la 25 e minute et sur le 
deuxieme milieu a la 27 e , interpretez et concluez. 

b. 40 % des colonies obtenues sur le premier milieu d’etalement sont capa- 
bles de pousser sur Mo + tyr + T + str, et 60 % des colonies obtenues sur le 
deuxieme milieu sont capables de pousser sur Mo + pur + T + str, inter- 
pretez et concluez. 

Question 2. 

On obtient, a partir de la souche F, six mutants independants, auxotrophes 
pour le tryptophane et notes fl a f6. 

Toutes ces souches, croisees avec la Flfr, donnent des colonies sur un 
milieu Mo + pur + tyr + str a partir de la 25 e minute. 

On transduit alors la souche Fl par un lysat transducteur prepare sur la souche 
f 1 et on recueille les recombinants [pur + ] ; ceux-ci sont testes par replique, 
ce qui permet de denombrer 410 [TR, trp + ], 120 [TS, trp - ], 50 [TS, trp + ] 
et 5 [TR, tip - ]. 

Des resultats semblables sont obtenus a partir des lysats des autrcs souches 
f2 a f6. 

Interpretez ces experimentations et concluez. 

Question 3. 

On recupere a partir des boites d’etalement des transductants (question 
precedente) les Flfr [TR, trp - ]; elles sont respectivement notees hi a h6 
selon qu’elles sont issues d’un lysat transducteur prepare sur fl, f2, f3, f4, 
f5 ou f6. 

a. Quel est leur phenotype pour la tyrosine ? Justifiez votre reponse. 

b. On croise la souche h2 par fl pendant 30 minutes et on etale sur un 
milieu Mo + tyr + str ; parmi les colonies obtenues, 8 % sont capables de 
pousser apres avoir ete repliquees sur un milieu identique additionne de 
phages T. 

Interpretez ce resultat et montrez sa coherence quantitative avec celui de la 
question precedente. Justifiez l’apport de tyrosine. 
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c. On croise la souche h2 par f3 pendant 30 minutes et on etale sur un 
milieu Mo + tyr + str; parmi les colonies obtenues, 92 % sont capables de 
pousser apres avoir ete repliquees sur un milieu identique additionne de 
phages T. 

Interpretez ce resultat. 

Question 4. 

On dispose d’une souche A, deletee tous les genes allant de pur compris a 
tyr compris, mais porteuse d’un episome F' contenant la sequence sauvage 
de ces rnemes genes. 

a. On isole, a partir du premier milieu d’etalement des conjugants H x F 
(voir question 1), une colonie de phenotype [pur - , tyr - ] ; cette colonie est 
croisee avec A ; les etalements sur un milieu Mo + str donnent des colonies 
incapables de pousser apres replique sur un milieu identique additionne de 
phage T ; concluez. 

b. On traite la souche A aux rayons X et on etale sur un milieu Mo + tyr 
+ trp ; parmi les colonies qui poussent, on isole par replique, trois mutants 
de phenotype [tyr - , tip - , TS], notes al, a2 et a3. 

On croise chacun de ces trois mutants avec des derivees [tyr + , pur + , trp - 
TR] de fl a f6, obtenues par conjugaison avec une HfrH. 

On effectue les etalements sur un milieu Mo + T + str; le tableau suivant 
indique les croisements a Tissue desquels on peut observer des colonies 
(signe +) et ceux a Tissue desquels on n’en observe pas (signe -). Interpretez 
ce resultat. 



Derivee 
de fl 

Derivee 
de f2 

Derivee 
de f3 

Derivee 
de f4 

Derivee 
de f5 

Derivee 
de f6 

al 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

a2 

- 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

a 3 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 


c. On cultive la souche A en presence d’un agent mutagene favorisant les 
substitutions de bases et on isole cinq mutants [tip - ], notes Aa, Ab, Ac, Ad 
et Ae. On croise ces mutants avec les souches f 1 a f6 et F; on etale sur milieu 
Mo + trp + str, puis on replique sur Mo + str; le tableau suivant indique 
la presence (+) ou T absence (-) de colonies sur les boites de replique; 
concluez. 

Ces resultats doivent vous permettre de completer la cartographic des 
mutations, d’etablir celle des genes de l’operon tryptophane. Justifiez vos 
reponses. 
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fi 

f2 

f3 

f4 

f5 

f6 

F 

Aa 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

Ab 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Ac 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

Ad 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ae 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 


Question 5. 

Justifiez 1’ utilisation du phage dans le milieu d’etalement, dans la question 
precedente 4-b afm de pouvoir proceder a 1’ interpretation des resultats. 

>■ Niveau L3-Master/prerequis chapitre 9 


Solution 

1. a. Les genes sont dans l’ordre pur (23 mn)- TR (25 mn )-tyr (27 mn). 

b. Les 40 % de colonies poussant sur la replique sont [pur + , TR], ce qui indique qu'il y a eu 
60 % de co-recombinaison [pur , TR], ce qui, compte tenu des distances (2 mn entre pur et TR, 
et 2 mn entre TR et tyr) est equivalent a la corecombinaison [tyr + , TR]. 

2. les mutations sont toutes a 25 mn de l’origine de transfert, c’est-a-dire entre pur et tyr, au 
voisinage du site de mutation de la resistance au phage, avec deux ordres possibles (figure). 
Les recombinants minoritaires attendus dans chaque ordre, exigeant quatre recombinaisons, 
sont respectivement [pur + , TR, trp | et [pur + , TS, trp + ]. 

L’ observation du recombinant minoritaire lpur + , TR, trp ] permet de valider l’ordre 1 et de 
rejeter T ordre 2. 

Les recombinants entre les sites pur et T sont les plus nombreux, ce qui indique que le 
domaine 2 est le plus grand, suivi du domaine 4, puis du domaine 3 dans lequel on recombine 
55 fois sur 645 (environ 8 %). 

Les cinq autres mutations, chez f2 a f5, sont situees du meme cote du site TS. 



3. a. Elies sont [tyr + ] car la mutation tyr ne peut etre cotransduite avec la sequence pur + qui est 
a 4 mn, soit a 160 000 pb, alors que le phage transducteur ne peut encapsider que 100 000 pb. 


b. La streptomycine contre-selectionne les donatrices Hfr ainsi que T absence de purine et 
selectionne les receptrices recombinantes [pur + , trp + ], la replique sur un milieu additionne de 
phages permet de tester Timportance de la co-recombinaison de TR, importante si le site 
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mute de la Hfr est distal par rapport au site mute de la receptrice (figure de gauche), et tres 
rare s’il est proximal (figure de droite). 

Le croisement peut etre figure ainsi en fonction des deux ordres possibles des sites de muta- 
tion trp : 



TR 


trp1 + 


trp2~ 









TR 


trp2~ 


trpl * 








TS 


trp1~ 


trp2 + 


TS 


trp2 + 


trp1~ 


8 % des recombinants [trp + ] sont [TR] ce qui indique que 92 % sont [TS], ce qui valide 
l’ordre 2 ou le site mute de la Hfr est proximal par rapport a celui de la F. 

Ce resultat est quantitativement coherent avec celui de la question precedente oil on peut 
estimer qu’il y a 8 % de recombinants entre les sites T et trp / . 

On ajoute de la tyrosine au milieu afin de s’affranchir de la recombinaison ou non de tyr + ; ici 
les sites trp jouent a la fois le role de marqueur distal de selection et de marqueurs etudies. 
c. Ce croisement permet de montrer que le site mute sur la Hfr est distal par rapport au site 
mute sur la receptrice, ce qui donne l’ordre suivant pour les trois sites : trp3-trp2-trpl. 

4,a. Ce croisement permet le passage de l’episome dans les F~; le milieu d’etalement permet 
de recuperer des colonies de phenotype [pur + , tyr + ] qui ne peuvent etre de doubles revertants 
mais des receptrices ayant acquis un episome qui leur confere ce phenotype, ce qui atteste 
que les alleles mutes d’auxotrophie pour les purines et la tyrosine ont un effet recessif 
compensable par celui des alleles sauvages. 

La replique permet de tester la dominance ou la recessivite de la mutation de resistance au 
phage; celle ci est recessive par rapport a F allele de sensibilite. 

b. On sait que les rayons X induisent des deletions et on recupere des souches mutees a la fois 
dans un (ou plusieurs) gene(s) gouvernant la synthese du tryptophane et un gene gouvernant 
celle de la tyrosine, dont on sait par ailleurs qu’ils sont contigus; il s'agit done tres vraisembla- 
blement de mutants par deletion affectant une partie de l’episome dans les regions trp et tyr. 
Les croisements realises permettent d’effectuer une cartographie par deletion des sites de 
mutation, sachant qu’il est possible (voir figure) de reconstituer un gene sauvage si et seule- 
ment si le site de mutation ponctuel (dans le genome fl a f6) n’est pas couvert par la deletion 
(al a a3) apportee par un autre genome ou fragment de genome (episome). 

A partir de ce schema applique aux resultats des croisements, on peut cartographier les sites 
et l’ampleur des deletions : 

L’ordre des mutations 1, 2 et 3 a ete determine par conjugaison et est ici confirme, les muta- 
tions 4 et 6 sont cartographies mais l’ordre des mutations 1 et 5 reste indetermine. 

c. Les mutants obtenus sont des mutants ponctuels dans la region trp de l’episome et le croi- 
sement avec les souches fl a f6 permet de recuperer des receptrices [tyr + ] ayant acquis F episome 
et de tester la complementation fonctionnelle apres s’etre assure, par la formation du diploide 
(F + episome mute) que les mutations trp~ de F episome avaient un effet recessif compen- 
sable par celui de F allele sauvage du genome de F. 

On peut alors definir cinq groupes de complementation, ce qui permet de considerer que 
l’operon tryptophane contient au moins cinq genes, (Ae, 3), (Ad, 2), (Ac, 1,4), (Ab, 5) et (Aa, 6). 
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Figure Cartographie par deletion. 

- Genome de I'episome (en haut), genome de la receptrice (en bas). 

- La deletion a (zone en pointilles) touche les regions trp et tyr sur I'episome; si le 
site de la mutation trpi de la receptrice fi n'est pas couvert par la deletion, des 
recombinants [trp+] peuvent etre obtenus, ce qui impossible si le site est couvert. 


pur * 


TS 


trp* 


tyr* 



les mutations 1 et 4 touchant le meme gene et sachant que les mutations 1 et 5 sont couvertes par 
une meme deletion, on peut en deduire l’ordre ; trp4-trpl-trp5, et l’ordre final : 3-2-4-1-5-6. 

5. L’utilisation du phage dans le milieu d’etalement permet d’etre assure que les colonies 
obtenues ont bien recombine, en delaissant le gene TS de I’episome et en reconstruisant une 
region trp sauvage, demontrant alors que la deletion ne couvre pas le site ponctuel. 

En effet, en 1’ absence de phages, des diploides pourraient eventuellement pousser en cas de 
complementation fonctionnelle, si la deletion ne touche pas le ou les meme(s) gene(s) que la 
mutation trpi, ou bien d’eventuels revertants pour la mutation ponctuelle trp. 


Probleme 12.9 

Etude genetique de l’operon tryptophane (deuxieme partie) 

A la suite des mutageneses et des diverses experimentations de recombi- 
naison realisees dans le debut de l’etude (exercice precedent), on dispose 
de six souches F, notees fl, f2, f3, f4, f5 et f6 de phenotype [pur ; TR; trp - ; 
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tyi~; strpR] porteuses d’une mutation ponctuelle dans un gene de l’operon, 
dont la position et l’ordre ont ete definis precedemment. On rappelle que 
ces six mutations ont un effet recessif par rapport a leurs homologues 
sauvages respectifs. 

On dispose egalement d’une souche A [stipS], contenant un episome 
porteur de la sequence sauvage des genes PUR, T, TRP et TYR, a parti r de 
laquelle on a obtenu des mutants Al. A2 et A3, egalement caracterises par 
rapport aux mutants f et a l’operon tryptophane. 

Question 1. 

Par un croisement approprie entre f3 et Al, on recupere un diploide partiel 
pour l’operon tryptophane. 

a. Precisez quel est le phenotype tryptophane attendu en fonction de la 
position du promoteur et/ou de la nature de la mutation m3. Le phenotype 
observe etant [trp + ], que pouvez vous en conclure ? 

b. Sur quel milieu est-il preferable de recuperer les diploides apres la 
conjugaison ? justifiez votre reponse. 

Question 2. 

On construit d’autres diploides dont on teste le phenotype tryptophane 
(tableau); interpretez les resultats obtenus en precisant, quand cela est 
necessaire et possible, 1’ amplitude des deletions et la nature des mutations 
ponctuelles ainsi testees. 


Diploide issu du croisement 

Phenotype tryptophane 

f2 X A2 

[trp+] 

f2 X A3 

[trp ] 

f4 X Al 

[trp ] 


Question 3. 

Les chaines peptidiques codees par les genes D et E s’unissent pour former 
un complexe enzymatique, note D/E, assurant la premiere etape de la chaine 
de biosynthese du tryptophane, la chaine peptidique codee par le gene C 
assure la deuxieme etape tandis que les chaines peptidiques codees par les 
genes A et B s’unissent pour former la tryptophane-synthetase, un hetero- 
tetramere (deux chaines A et deux chaines B) assurant la troisieme et derniere 
etape. 

On realise deux cultures d’une souche sauvage en milieu Mo ou Mo + tip, 
puis apres extraction des proteines on realise un dosage specifique de D/E 
et de tryptophane-synthetase, en presence ou en absence de tip. 
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Le tableau suivant rapporte les valeurs de 1’ activite specifique mesuree dans 
chacun des cas. 



Culture en milieu Mo 

Culture en milieu Mo + trp 

activite 

specifique 

mesuree 

in vitro 
en I'absence 
de trp 

activite 

specifique 

mesuree 

in vitro 
en presence 
de trp 

activite 

specifique 

mesuree 

in vitro 
en I'absence 
de trp 

activite 

specifique 

mesuree 

in vitro 
en presence 
de trp 

Complexe D/E 

100 

20 

2 

non detectable 

Tryptophane- 

synthetase 

100 

100 

2 

2 


a. En justifiant vos conclusions, vous montrerez que le tryptophane agit a 
deux niveaux pour reguler sa propre synthese. 

b. Vous proposerez deux schemas differents de la regulation transcription- 
nelle de l’operon tryptophane. 

Question 4. 

A partir d’une souche B [ser - , TR, trp + , his - , gly - , strR] on a obtenu un 
mutant constitutif, note Be, capable de produire des quantites importantes 



livres medicaux gratuits sur www.doc-dz.com 

392 Problemes corriges 


de complexe D/E ou de tryptophane-synthetase meme en culture sur Mo + 
tip (les locus des mutations ponctuelles d’auxotrophies sont placees sur la 
carte jointe). 

a. On realise, pendant 50 minutes, trois conjugaisons paralleles entre la 
souche Be et chacune des trois Hfr de genotype sauvage, Hfrl, Hfr2 ou Hfr3 
(voir sur la carte, la localisation et le sens de Eorigine de transfert). 

1 %0% des colonies [his + , strR] issues du croisement Be x Hfrl sont cons- 
titutives et donnent une activite specifique elevee de tryptophane synthe- 
tase apres culture en milieu Mo + tip. 

%0% des colonies [gly + , strR] issues du croisement Be x Hfr2 sont consti- 
tutives et 5 % des colonies [ser + , TR] issues du croisement Be x Hfr3 sont 
constitutives. 

Interpretez ces resultats sur le plan cartographique et fonctionnel en preci- 
sant si cela vous permet de choisir entre les deux modeles de regulation de 
l’operon tryptophane. 

b. La sequence sauvage de la region porteuse du gene, precedemment 
identifie, a ete donee dans un plasmide conferant la resistance a la kana- 
mycine. 

On transformc la souche Be par ce plasmide ; les transformees [kanR] culti- 
vees sur Mo + serine + tryptophane + glycine + histidine foumissent des quan- 
tites a peine dosables de tryptophane-synthetase apres extraction proteique. 

En faveur de quel modele de regulation ce resultat plaide-t-il ? justifiez 
votre reponse. 

Question 5. 

Une etude moleculaire fine du promoteur de l’operon tryptophane a ete 
realisee et permet d’y definir plusieurs sequences ou zones de fonction 
differentes : 


Zone de fixation 

Zone 1 

Zone 2 codant 

Zone 3 

Premier 

de I'ARN 

contenant 

pour un peptide 


des 5 genes 

polymerase 

le premier 
nucleotide 
transcrit 

de 14 acides 
amines 


de structure 
de I'operon 


a. On a montre que la deletion de la zone 1 (voir schema) conduisait a un 
phenotype identique a celui de Be. 

La transformation avec le plasmide defini a la question precedente ne 
modifie pas le phenotype constitutif. Concluez. 

b. On a decouvert qu’ outre les cinq chames peptidiques des genes de struc- 
ture, l’operon codait aussi pour une chame peptidique « leader » de 14 acides 
amines sans fonction enzymatique (la zone 3 est assez courte pour que 1’ arret 
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de la traduction au codon STOP de la sequence leader ne bloque pas la 
transcription en aval). 

En voulant etudier finement la regulation transcriptionnelle par la mesure 
de la longueur des messagers, on a fait les observations suivantes : 

- le mutant Be cultive en milieu Mo + ser + his + gly produit une quantite de 
messager constitute presque exclusivement de messagers de 7 000 nucleo- 
tides correspondant a 1’ expression de tous les genes de l’operon; 

- le mutant Be cultive sur meme milieu additionne de tip. produit une 
quantite egale de messagers mais constitutes pour 10 % de messagers de 
7 000 et pour 90 % de messagers de 130 nucleotides correspondant 
environ aux zones 1 & 2 ; 

- la deletion de la zone 3 redonne au mutant Be la capacite de produire, en 
milieu Mo + tip. 100 % de messagers longs. 

Montrez que ces resultats sont compatibles avec l’hypothese d’une sequence 
term in at rice de la transcription localisee dans la zone 3 et active en presence 
de tryptophane. 

La solution vous etant donnee, il vous est simplement demande de presenter 
une argumentation convenablement construite, justifiant notamment le geno- 
type de la souche utilisee dans cette experimentation. 

c. Quelle autre hypothese aurait pu, au rnoins formellement, expliquer la 
consequence de la deletion de la zone 3 ? 

En quoi le fait qu’aucune autre mutation du genome en dehors de la dele- 
tion de la zone 3 ne puisse avoir le meme effet que cette deletion prouve 
que cette hypothese ne peut pas etre conservee ? 

En quoi les deux autres observations ne sont-elles pas non plus tres compa- 
tibles avec cette hypothese ? 


>- Niveau L3-Master/pre-requis chapitre 9 


Solution 

l.a. Le diploide forme est mute ponctuellement dans le gene E du chromosome et delete pour 
le gene A (eventuellement B, sans toucher le site m5) sur l’episome. 

Ce diploide est done pourvu de toutes les sequences codantes de l’operon mais il n’y aura 
complementation fonctionnelle que si tous ces genes sont exprimes. Ce ne serait pas le cas 
dans deux situations : 


- soit parce que la deletion toucherait le promoteur, si celui-ci est situe du cote de TYR. ce 
qui bloquerait l’expression de E sur l’episome; E etant mute sur le chromosome, on serait 
en situation de non complementation ; 

- soit parce que E serait une mutation polaire et bloquerait alors 1’ expression des genes en 
aval, si le promoteur est du cote de PUR, notamment le gene A qui est delete sur l’episome, 
ce qui conduirait a une situation de non complementation pour ce gene. 


Le phenotype observe [trp + ] n’ etant possible qu’en raison de la complementation fonction- 
nelle, on peut en deduire que les genes E de l'episome, et A du chromosome, sont actifs et 
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qu’en consequence, le promoteur est obligatoirement du cote de PUR et que la mutation m3 
n’est pas polaire. 

b. On etale les conjugants sur un milieu Mo additionne de streptomycine pour contre-selec- 
tionner les donatrices, avec tyr mais sans pur, pour selectionner les receptrices de l’episome 
qui leur confere le phenotype [pur + ; tyr - ]. On ajoute egalement du tryptophane puisqu’il 
n’est pas certain qu’il y ait complementation fonctionnelle, et on teste le phenotype trp par 
replique sur un milieu depourvu de trp ; done milieu Mo + tyr + trp + str. 

2. Reponse troisieme colonne du tableau. 


Diploide issu 
du croisement 

Phenotype 

tryptophane 

Conclusions 

f2 x A2 

[trp + ] 

La deletion a2 ne touche pas le gene D puisqu'elle ne couvre 
pas le site m4 lui meme dans le gene C; la complementation 
fonctionnelle prouve que m2 n'a pas d'effet polaire. 

f2 x A3 

[trpl 

L'absence de complementation fonctionnelle ne peut etre due 
a un effet polaire de m2, voir ci-dessus. Done la deletion a3 tou- 
che le gene D (pas complementation fonctionnelle) mais par- 
tiellement puisqu'elle ne couvre pas le site m2. 

f4 x A1 

[trp-] 

La deletion al ne touche pas le gene C puisqu'elle ne couvre 
pas le site m5 lui meme dans le gene 8; l'absence de comple- 
mentation fonctionnelle prouve que m4 est une mutation non- 
sens, a effet polaire, conduisant a l'absence d'expression pour 
C, 8, A, et a une non complementation au moins pour A. 


3. a. L’activite specifique du complexe D/E passe de 100 a 20 quand on ajoute du trp dans le 
milieu reactif, ce qui prouve que le trp est un inhibiteur de l’activite enzymatique D/E. 

En presence de trp, l’ensemble de la chaine de biosynthese est ralenti par inhibition retroactive 
du produit terminal, ici le trp, sur le premier « maillon » de cette chaine. 

Le tryptophane joue aussi le role d’inhibiteur dans la regulation transcriptionnelle de 
l'operon puisqu’en culture en presence de trp, les quantites de proteines produites sont divi- 
sees par 50 (on passe de 100 a 2). 

b. Soit le tryptophane joue son role d’inhibiteur transcriptionnel en se fixant a un activateur 
de l’operon pour le rendre inactif; soit le tryptophane joue son role d’inhibiteur transcrip- 
tionnel en se fixant a un represseur de l’operon pour le rendre actif. 

4. a. Le mutant constitutif peut etre mute dans le gene de structure de l’activateur ou du 
represseur, mais peut aussi etre un mutant de cible sur l’operon trp. 

Si e’est un mutant dans le gene regulateur et que ce gene est localise dans une autre partie du 
genome que l’operon trp, le croisement entre une Hfr sauvage et la souche constitutive recep- 
trice pourrait permettre a celle ci de retrouver sa capacite de regulation, e’est-a-dire de perdre 
sa constitutivite, par remplacement de son gene mute par la sequence sauvage exogene 
apportee par la Hfr. 

Les trois Hfr utilisees permettent en 50 minutes de parcourir une moitie ou une autre du 
genome et de tester la presence du gene regulateur sauvage par la capacite de retrouver des 
non constitutifs parmi les receptrices recombinantes pour un marqueur distal de recombi- 
naison. 
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Le croisement avec la Hfrl montre que la constitutivite demeure et que le gene regulateur 
n’est pas situe entre l’origine et le marqueur his. 

La capacite de perdre la constitutivite dans les deux autres croisements montre que le gene 
regulateur est dans la partie commune des genes transferes par Hfr2 et Hfr3, a l’exclusion de 
ceux transmis par Hfrl, soit la zone genomique comprise entre 75 et 100 mn, et sans doute 
tres pres du marqueur serine puisque seuls 5 % des recombinants ont acquis la sequence ser + 
sans co-acquerir le gene regulateur sauvage. 

La souche Be est constitutive par mutation dans un gene regulateur de l’operon tryptophane, 
mais la localisation d’un tel gene ne peut permettre de statuer sur sa fonction; il peut speci- 
fier un activateur ou un represseur. . . 

b. Le plasmide permet de constituer un diploide partiel pour le gene regulateur, selection- 
nable sur Mo en presence de kanamycine, additionne des trois acides amines correspondant 
aux phenotypes d’auxotrophie et de tryptophane pour tester le maintien de la constitutivite 
ou sa perte par le retour a la regulation qui conduiraient respectivement au maintien d’une 
activite specifique elevee pour la typtophane synthetase ou a une chute de celle-ci. 

L’ observation d’une telle chute prouve que la sequence mutee a un effet recessif par rapport 
a la sequence sauvage, ce qui plaide en faveur d’une regulation negative de l’operon tip. 
Dans un tel cas, la mutation constitutive peut etre une perte de fonction dans le gene d’un 
represseur, compensable par 1’ allele sauvage chez le diploide. 

Si le gene regulateur specifiait un activateur, la constitutivite serait due, non pas a une perte 
de fonction mais a une perte d’affinite pour le trp, bloquant ainsi son action inhibitrice; on 
s’attendrait alors a un effet dominant de 1’ allele mute sur son homologue sauvage (ou au 
moins partiellement dominant), ce qui ne correspond pas aux observations. 

5. a. La zone 1 est le site de fixation du represseur. L’ effet phenotypique d’une deletion est 
done identique a celui d’une perte de fonction dans le gene de ce represseur : L operon est 
transcrit de maniere constitutive par absence d’ action du represseur que celui-ci soit absent 
ou qu’il ne puisse de fixer et agir. L’apport du represseur par le plasmide ne peut avoir aucun 
effet en absence de son site de fixation. 


b. La souche Be est constitutive, elle transcrit et traduit son operon en absence ou en 
presence de trp qui ne peut plus exercer son role d’inhibiteur transcriptionnel via sa liaison 
au represseur. 

L’ absence de ce role est attestee par l’egale efficacite d’initiation de la transcription puisqu’en 
presence ou en absence de trp, les quantites de messagers inities sont egales. 

Cependant en absence de trp tous les messagers inities sont completement termines et 
traduits alors qu’en presence de trp 100 % des transcriptions progressent jusqu’a la zone 3 et 
seules 10 % d’entre elles continuent et permettent d’exprimer la totalite de L operon. 

La presence ou f absence de tryptophane affecte la transcription de f operon apres que le 
messager ait commence a etre traduit puisque dans tous les cas on a une quantite egale de 
messager transcrit et traduit pour le peptide leader. 

Le phenomene mis en evidence concerne la progression de la transcription et non son initia- 
tion et peut done etre explique par la presence d’une sequence terminatrice de la transcription 
active uniquement en presence de trp. 

Et la deletion de cette sequence terminatrice retablit la capacite de progression de la trans- 
cription en presence de trp. 


Pour pouvoir mettre en evidence l’effet du trp sur la progression de la transcription, il est 
necessaire de s’affranchir de son effet sur l’initiation, ce qui justifie l’etude chez un mutant 
constitutif par absence de represseur. 
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c. On pourrait formellement imaginer que la sequence de la zone 3 soit le site de fixation 
d’un activateur ou d’un autre represseur. Dans ce cas on devrait pouvoir obtenir des mutants 
du gene de structure de cet activateur hypothetique, ce qui n’est pas le cas. Par ailleurs les 
observations anterieures montrent que le phenomene observe affecte la progression de la 
transcription et non son initiation, ce qui n’est pas non plus compatible avec Paction d’un 
activateur qui agit sur P initiation de la transcription. 

Ce phenomene qui affecte non l’initiation de la transcription, mais sa progression et son arret 
(dans une majorite de cas) en raison de P interaction avec le messager, en presence de trypto- 
phane a recu le nom d’ attenuation. 
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